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Uber das Amidspaltungsvermégen der Hefen. 
Von 
Giinther Gorr und Joachim Wagner. 


(Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der |. G. Farbenindustrie A. G., 


Ludwigshafen a. Kh.) 


(Eingegangen am 6, August 1952.) 


Trotz der bedeutungsvol!.n Rolle, die die Hefen aus theoretischen 
und praktischen Griinden seit jeher in der Enzymwissenschaft gespielt 
haben, sind die Literaturangaben iiber ihr Amidspaltungsvermégen 
widerspruchsvoll!. 

So besitzt nach HKiesel? Saccharomyces cerevisiae Frohberg Urease 
wirksamkeit, waihrend weder Kurono® an Sakéhefe noch Thomas an Wein- 
und Bierhefe, noch Geddes und Hunter® an Brauereihefe Harnstoffspaltung 
beobachten konnten. 

Auch beziiglich der Hefeasparaginase liegen widersprechende Ergebnisse 
Wahrend Effront® und v. Firth und M. Friedmann? an Brauereihefe 
> auch 


vor. 
eindeutige Asparaginspaltung feststellen konnten, und nach Kurono' 
Sakéhefe dieses Enzym enthalt, glaubte Dicter® aus seinen Versuchen den 
SchluB ziehen zu miissen, daB die Amidgruppe des Asparagins weder durch 
girende noch durch nicht gairende Hefen abgespalten wiirde. In letzter 
Zeit ist jedoch wieder von Geddes und Hunter®> an Brauereihefe kriaftige 
Asparaginasewirkung beschrieben worden. 


Das Ziel der folgenden Arbeit war das, erneut die Frage nach dem 
Vorkommen von Amidasen zugleich an mehreren Hefearten zu_priifen, 


1 Vol. H. v. Euler, Chem. d. 


g Enzyme, Teil I], 8S. 339 u. 378. Miinchen 
1927. 


2 A. Kiesel u. Troitzki, Hoppe-Sevlers Zeitschr. ILS, 247, 1922. 
3 A. Kurono, J. Coll. Agric., Imp. Univ. Tokyo 1, 295, 1911. 

' P. Thomas, Ann. Inst. Pasteur 33, 777, 1919. 

5 W.F. Geddes u. A. Hunter, J. of biol. Chem. 77, 197, 1928. 

® J. Effront, C. r. Acad. Sci. Paris 146, 779, 1908. 

7 O. v. Firth u. M. Friedmann, diese Zeitschr. 26, 435, 1910. 


8 W. Dieter, Hoppe-Seylers Zeitschr. 120, 281, 1922. 
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wobei auBer Harnstoff und Asparagin auch weitere Amide und z 
Formamid, Acetamid, Oxamid, Succinamid, Lactamid und Benzar 
fiir die Untersuchungen herangezogen wurden. 


Als Hefen verwandten wir: 

1. Brauereihefe Aktiengesellschaft Ludwigshafen a. Rh 
2. Brauereihefe Schultheiss-Patzenhofer. 

3. PreBbhefe Pfailzische PreBhefe- und Spritfabrik 

4. PreBhefe Sinner A.-G. 

5. Torula utilis. 


Die Torula wurde selbst geziichtet. Hierzu diente folgende Nalir- 
losung: 2°, Glucose, 0,1°,, Harnstoff, 006°, prim. Kaliumphosphat 
0.03 °° Magnesiumsulfat. 


AuBer den Frischhefen wurden auch Hefetrockenpraparate, div 
wir durch 24stiindiges Trocknen im Vakuum bei 25° iiber Phosphor 
pentoxyd erhielten, fiir die Untersuchungen herangezogen. 

Die Methodik der Fermentversuche war folgende: 2.5 g friscly 
Hefe (20°, Trockensubstanz) bzw. 0,5g Trockenpraparat wurde: 
in 50cem einer m 10 Lésung bzw. Aufschlammung des_ betreffende: 
Amids in m 15 Phosphatpnffer (px 7.4) aufgeschlammt. Zur E: 
haltung der Sterilitat wurden den Ansatzen 0.4°, einer 50°,igen alko- 
holischen Phenollésung zugesetzt. Als Versuchstemperatur wahlte: 
wir 30°, als Versuchszeit 24 Stunden. 
Kontrollen zeigten, da8 die Hefepraparate an sich unter den Versuchs 
bedingungen kein Ammoniak abspalteten. 


Ohne Amidzusatz angestellt: 


Die quantitative Bestimmung des durch Enzymwirkung frei 
gesetzten Ammoniaks geschah in Anlehnung an Folin'. indem das 
Ammoniak aus 10 cem des Ansatzes nach Zusatz von Kaliumcarbonat 
im Vakuum bei 40° in n/10 Schwefelsaure iibergetrieben und letzter 
zuricktitriert wurde. Unter den obigen Destillationsbedingunger 
wurden von den angewandten Amiden nur Formamid und Oxamid 
unspezifisch zersetzt. Die Priifung auf Spaltung dieser Amide gescha! 
daher nur qualitativ direkt im Ansatz mittels Vesslers Reagens. 


Die Versuchsergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. Null bedeutet keine nachweisbare N H,-Abspaltung. 

Wie die Zusammenstellung zeigt, enthalten die untersuchte! 
Brauerei- und Backerhefen samtlich Asparaginase, wahrend die andere: 
gepriften Amide von den eigentlichen Hefen nicht gespalten werder 


! 0. Folin, Hoppe-Seylers Zeitschr. 37. 161, 1903. 
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Amidspaltungsvermoégen der Hefen. 3 


Spaltung in Prozenten. 
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Dies steht beziiglich der Brauereihefen in Ubereinstimmung mit den 
l.c¢.) wie von Geddes und 


Ergebnissen von v. Firth und Friedmann 
Hunter (1. ¢.). 

Ganz anders verhalt sich bemerkenswerterweise die Torula utilis 
indem sie auBer Asparagin auch noch Acetamid, Propionamid und 
Lactamid zerlegt Harnstoff, Formamid, Oxamid, Succinamid und 
Benzamid werden unter den gewahlten Versuchsbedingungen jedoch 
such von diesem Erreger nicht gespalten 

Es mu der Priifung weiterer Amide in ihrem Verhalten zum Enzvm 
apparat der Torula utilis vorbehalten bleiben, eventuelle Gesetzma Big- 
keiten zwischen Amidkonstitution und Amidasewirksamkeit aufzu- 
zeigen, wie dieses in den letzten Jahren erfolgreich fiir die Peptidasen 
geschehen ist. 

Es sei bereits erwahnt, daB der Fermentkomplex, der Acetamid 
Propionamid usw. spaltet. in gleicher Weise wie dieses fiir die Hefe 
Asparaginase bekannt ist!, auch im Autolysesaft zur Wirkung gelangt 


1 O.v. Fiirth u. M. Friedmann. diese Zeitschr. 26. 435, 1910: K. ¢ 
Dernby. ebenda S81, 107, 1917. 
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und daB er praktisch ohne Wirksamkeitsminderung durch Chamberla 
Kerzen filtrierbar ist. 

Sehr auffallig ist die aus der Tabelle ersichtliche auBerordentli: 
Steigerung des Asparaginspaltungsvermoégens, die durch das Trock: 
der Hefen hervorgerufen wird, und die bei der Torula utilis etwa 300 
betrigt. Bemerkenswerterweise ist diese Erscheinung bei der Spaltu 
der anderen Amide nicht bzw. in viel geringerem Mabe festzustell 


Schon diese Tatsache spricht dagegen, die obige Wirksamkeitssteigerun: 


einfach durch eine mit dem TrocknungsprozeB verbundene Permeabi! 
taitsveranderung der Hefen erklaren zu wollen. Hieriiber wird noch z 
berichten sein. 
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Ist die carboxylatische Spaltung 
der Brenztraubensiure in Acetaldehyd und Kohlensiure 
durch Leberbrei eindeutig erwiesen? 


Von 


Giinther Gorr und Joachim Wagner. 


(Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A. G., 
Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 6. August 1932.) 


Nachdem durch die grundlegenden Untersuchungen Neubergs! 
die Existenz eines Brenztraubensiure in Acetaldehyd und Kohlen- 
dioxyd spaltenden Enzyms festgestellt und die Rolle dieses Ferments 
als Teilenzym der Zymase belegt war, ist vielfach die Meinung vertreten 
worden, daS dieser Brenztraubensiurespaltung eine omnicellulare 
Bedeutung im pflanzlichen und tierischen Stoffwechsel beizumessen sei. 
Kine groBe Rolle haben in diesem Zusammenhang die Arbeiten tiber 
die Carboxylase tierischer Zellen z. B. der Leber gespielt. 

Nachdem im Jahre 1912 7T'schernorutzky?* lediglich eine Verwertung von 
Brenztraubenséure durch Leberbrei und 4 Jahre spater B. und H. v. Euler® 
gesteigerte Kohlensaiurebildung beim Zusatz von Brenztraubensiéure zu 
Leberzellen festgestellt hatten, hielt Wieland4 in Leber das Vorkommen 
einer schwachen Brenztraubenséure-Carboxylase fiir gesichert, zumal er 
bei der Einwirkung dieses Organs auf Brenztraubenséure auch unter Stick- 
stoff gesteigerte Kohlenséiureentwicklung und _ gleichzeitiges Auftreten 
einer mit fuchsinschwefliger Saéure reagierenden Substanz béobachten 
konnte. Absolut iiberzeugend glaubte jedoch erst Gottschalk® die carboxyla- 
tische Spaltung von Brenztraubenséure durch Leberzellen erwiesen zu 
haben, indem ihm angeblich unter Anwendung von Sulfiten als Abfangmittel 
gesteigerte Acetaldehydbildung beim Zusatz von Pyruvinaten festzustellen 
gelang. Mit derselben Methodik schienen jiingst auch Bornsteon und Mit- 
arbeiter® carboxylatische Brenztraubensaurespaltung durch Leber experi- 


1 Vel. die Literatur bei C. Neuberg in Oppenheimer u. L. Pincussen, 
Die Methodik der Fermente 8. 1317. Leipzig 1929. 

2 M. Tschernorutzky, diese Zeitschr. 48, 486, 1912. 

3 Bou. H. v. Euler, Hoppe-Seylers Zeitschr. 97, 311, 1916. 

' H. Wieland, Liebigs Ann. 436, 229, 1924. 

5 A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 583, 1924. 

6 A. Bornstein u. R. Pantke, ebenda 2256, 321, 1930; H.Globig u. 
R. Pantke, ebenda 225, 326, 1930. 
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mentell belegt zu haben. Auch .Weyerhof und Mitarbeiter! haben die gering 
CO,-Bildung, die sie bei der anaeroben Einwirkung von Schnitten vo 
Rattenleber auf Brenztraubensiure beobachteten, auf Carboxylasewirkw 
zuruckgefiihrt. 

Gelegentlich laufender Arbeiten sahen wir uns veranlaBt, ebenfal! 
das Verhalten von Brenztraubensaiure gegeniiber Lebergewebe zu unte: 
suchen. Unsere Versuchsmethodik war dieselbe, wie sie von Gottschal! 
angewendet wurde, d. h. die Ansitze wurden nach Versuchsanstellung 
unter Zusatz von 5%, Calciumcarbonat der Wasserdampfdestillatio: 
unterworfen und die Destillate durch fraktionierte Destillation das erst: 
Mal iiber Schwefelsiure, das zweite Mal iiber Bleicarbonat auf 
Volumen von 15 ccm eingeengt. Hierin wurde der vermutlich gebildet: 
.Acetaldehyd nach dem Hydroxylaminsulfatverfahren? festgestellt 
Der ermittelte Wert wird im folgenden als ,,Carbonylwert*’ bezeichnet 
da er natiirlich nicht fiir Acetaldehyd spezifisch ist, sondern ebenso 
durch andere fliichtige Carbonylverbindungen veranlaBt sein kann 
Die Dauer der von uns in sterilen GefiBen ohne Zusatz eines Anti- 
septicums durchgefiihrten Versuche betrug regelmaBig 3 Stunden, dic 
Versuchstemperatur 25°. Alle Versuche wurden doppelt angesetzt 
und immer ein Ansatz sofort, also ohne dreistiindiges Stehen, in gleicher 
Weise wie der Hauptversuch aufgearbeitet. Die Versuchsansitze und 
Ergebnisse sind der folgenden Tabelle zu entnehmen. 





' Carbonylwert berechnet 
Nr. Ansatz in mg 
~Acetaldehyd* 


I 500 cem m/15 Phosphatpuffer py 66... 
10¢ C aSO, ae : 
6¢ heenatouahenseuses Natrium? pe ts Hiden | 

200 g Rinderleber 


6.9 


2 Kontrolle wie 1, sofort aufgearbeitet . . . . 0.9 


3 250 cem m/15 Phosphatpuffer py Oe. +s 
5g CaSO, - ‘a wa | 
3¢g brenztraubensaures Natrium .... . | 

100@ Rindevisber. 2. 2. ww te 


4 Kontrolle wie 3, sofort aufgearbeitet ... . 1,5 


3,8 


5 250 eem + nen ieouneapeatians eer 
5¢C as0, ina ee 
3g brenztraubensaures ‘Natrium a | 

100 ¢ Rinderleber . 


6 Kontrolle wie 5, sofort aufgearbeitet ... . 1,0 


1 O. Meyerhof, K. Lohmann u. R. Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 

2 Vgl. C. Neuberg u. A. Gottschalk, ebenda 146, 175, 1924. 

3 Hergestellt durch Neutralisation frisch destillierter Brenztrauben- 
siure mittels Natronlauge unter Eiskiihlung. 
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Carboxylatische Spaltung der Brenztraubensaure. 


Wie zu ersehen ist, war entsprechend den Literaturangaben auch 
n unsern Versuchen regelmabig eine erhebliche Erhohung des titri- 
metrisch ermittelten ,,Carbonylwertes** festzustellen. 

Uberraschenderweise ergab jedoch die gleichzeitig vorgenommene 
Prifung der Destillate auf Acetaldehyd nach Rimini (Blaufarbung 
mit Nitroprussidnatrium-Piperidin-Essigsaure) in Ansatz 1 und 2 baw. 5 
ind 6 ein gleich schwach positives, in Ansatz 3 und 4 ein negatives 
Resultat. Diese Tatsache war sehr auffillig, da die fiir Acetaldehyd 
spezifische Rimini-Reaktion bereits einen Gehalt des Destillats von 
0.1mg Acetaldehyd deutlich hatte anzeigen miissen. Offensichtlich 
war die beim dreistiindigen Stehen der Versuchsansitze gebildete 
fliichtige Carbonylverbindung eine in der im Destillat vorliegenden 
Konzentration mit Nitroprussidnatrium-Piperidin-Essigsiure nicht mehr 
reagierende Substanz. Es lag nahe an Aceton zu denken, das tatséchlich 
in einer Konzentration von 5 mg in 15 ccm mit obigem Reagens keine 
deutliche Farbung mehr zeigt und das ja, wie die Untersuchungen 
von Embden und Oppenheimer! erwiesen haben, bei der Durchstr6mung 
von Leber mit Brenztraubensaure itiber die Stufe der Acetessigsaiure 
gebildet bzw. sekundar bei der Aufarbeitung aus entstandener Acet- 
essigsiure abgespalten wird. In der Tat gaben die eingeengten Versuchs- 
ansitze einen positiven Ausfall der Legalschen und Frommerschen 
Acetonreaktionen. 

Es schien wichtig, die wermutete .,Acetonbildung’ eindeutig zu 
belegen. Zu diesem Zweck wurden 2,4 kg frischen Rinderleberbreies 
3 Stunden lang bei 28° mit 6 Liter m 15 Phosphatpuffer (pu = 6.8), 
120g Calciumsulfit und 75g brenztraubensaurem Natrium digeriert, 
dieser Ansatz sodann in iiblicher Weise iiber kohlensaurem Kalk 
destilliert und das Destillat durch Fraktionierung auf 25 ccm  ein- 
geengt. Beim Versetzen von 10 cem des Destillats mit einer Lésung 
von 0,2g p-Nitrophenylhydrazin in 20 ccm verdiinnter Essigsdure 
fielen 0,15 g Aceton-p-Nitrophenylhydrazon aus (Schmelzpunkt nach 
dem Umkristallisieren aus 20 °%,igem Alkohol 148,5°; ber. N = 21,75°,, 
gef. N = 21,89%). 

Auf Grund der obigen Feststellungen diirfte die Annahme, wonach 
der Carboxylasegehalt der Leberzellen eindeutig erwiesen ware, nicht 
zu Recht bestehen, da der unter den angegebenen Versuchsbedingungen 
beobachtete Zuwachs des ,,Carbonylwertes* nicht auf die Entstehung 
von Acetaldehyd, sondern, sofern die Versuche steril durchgefihrt 
werden, allein auf die Bildung von Aceton zuriickzufiihren ist. Zum 
Mindesten gilt obiges fiir Rinderleber. 


1G. Embden u. M. Oppenheimer, diese Zeitschr. 45, 186, 1912. 





Uber Acetessigsiurebildung durch Leberbrei. 
Von 
Giinther Gorr. 


(Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der 1. G. Farbenindustrie A. G., 
Ludwigshafen a. Kh.) 


(Eingegangen am 6. August 1932.) 


In der vorhergehenden Arbeit! konnte gezeigt werden, daB bei 
der Einwirkung von Rinderleberbrei auf brenztraubensaures Natrium 
und nachfolgender Wasserdampfdestillation Aceton im Destillat auf- 
tritt, eine Beobachtung, die in Analogie zu den Feststellungen von 
Embden und Oppenheimer? zu setzen war, die Acetonkérperbildung 
aus Brenztraubenséiure in Leberdurchstr6mungsversuchen feststellen 
konnten. 

Da die beschriebene, durch Leberbrei veranlaBte ,,Acetonbildung*‘ 
in Calciumsulfit enthaltenden Ansitzen festgestellt war, blieb zu priifen, 
ob die Anwesenheit des Sulfits fiir die beschriebene Umsetzung not- 
wendig ist. Wie die folgende Tabelle zeigt, ist dies nicht der Fall, mit 
und ohne obiges :Abfangmittel werden annahernd gleiche ,,Carbonyl- 
werte* erhalten. Die Aufarbeitung der Ansitze war wieder die gleiche 
wie friiher, die Versuchszeit betrug wieder regelmaBig 3 Stunden, 
die Versuchstemperatur 25°. 





: Tabelle J. 
Carbonylwert 
Nr. Ansatz berechnet in mg 
Aceton 
1 NE ae oe eee 
5¢g CaSOz ee ee cone ne a as wae he Ue | 39 
3g brenztraubensaures Natrium ... . { = 
100 g Ochsenleber . ee 
2 || Kontrolle wie 1, sofort aufgearbeitet . . . . 0,4 
3 Pe PN Ss on le ww owe ee x | 
3g brenztraubensaures Natrium ra ee 3,5 
ge ee ee eee eee | 
4 | Kontrolle wie 3, sofort aufgearbeitet . . . . 1,0 


1 G.Gorr u. J. Wagner, diese Zeitschr. 254, 5, 1932. 
2 G. Embden u. M. Oppenheimer, ebenda 45, 186, 1912. 
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Bekanntlich ist durch zahlreiche Untersuchungen vor allem von 
/:mbden und Mitarbeitern! in Leberdurchstr6mungsversuchen eingehend 
die Frage nach dem Chemismus der Acetonkérperbildung gepriift 
und eine Reihe von Substanzen (vor allem Saéuren mit geradzahligen 
C-Ketten und Aminosauren mit ungeradzahligen C-Ketten) als Aceton- 
bildner erkannt worden. Es schien wichtig, analoge Untersuchungen 


auch mit Leberbrei anzustellen. 

Zu diesem Zweck lieB ich 100g Rinderleberbrei, in 250cem Wasser 
aufgeschlammt, 3 Stunden auf die in der folgenden Tabelle angegebenen 
Substanzen einwirken. Die Ergebnisse sind der Zusammenstellung 
zu entnehmen. Die ,,Carbonylwerte’ der sofort aufgearbeiteten Kon- 
trollen sind neben den Ergebnissen der Hauptversuche eingeklammert 
verzeichnet. 

Tabelle IT. 





Carbonyl wert 


Nr. Ansatz berechnet in mg 
Aceton 
3g brenztraubensaures Natrium ... . 5,2 = (0,3) 
2 3g ameisensaures Natrium. . . ey we a 0,1 (0,1) 
3 3g essigsaures Natrium .........-. 03 (0,3) 
4 3g propionsaures Natrium......... 04 (0,4) 
5 3g n-buttersaures Natrium ... . So 0,4 (0,4) 
6 8¢@ n-valeriansaures Natrium. .... . ’ 0,1 (0,1) 
7 3g fumarsaures Natrium ......... 03 (0,3) 
8 3¢ bernsteinsaures Natrium »....... 0,0 (0,0) 
9 3g d,l-milchsaures Natrium. . . ee 0,1 (0,1) 
10 | | ee eee ; we 4 ' 0.3 (0,4) 


Wie aus der Zusammenstellung hervorgeht, bewirkt in Versuchen 
mit Leberbrei nur Brenztraubenséure eine Steigerung des ,,Carbonyl- 
wertes** gegeniiber den Kontrollen, wahrend alle anderen zur Unter- 
suchung herangezogenen Substanzen, darunter auch die in den er- 
wahnten Leberdurchstr6mungsversuchen als wirksam hefundenen nega- 
tive Ergebnisse liefern. 


Es bleibe dahingestellt, wie diese Feststellungen mit den Ergeb- 
nissen der Leberdurchstr6mungsversuche in Einklang gebracht werden 
kénnen, und inwieweit etwa der Ausfall der obigen Versuche zu der 
Auffassung berechtigt, daB die Acetonkérperbildung ganz allgemein 
iiber die Stufe der Brenztraubensaure verlaufe, gleich, ob die Aceton- 
kérper letzten Endes aus Fetten, EiweiBstoffen oder Kohlenhydraten 
gebildet werden. 


1 Vogl. die Literatur bei H. Jost in A. Bethe, G. v. Bergmann, G. Embden 
u. A. Ellinger, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 5, 635 640, 663 — 665, 
Berlin 1928. 
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Wie Embden und Engel! gezeigt haben, treten in den bereits meh 
fach erwahnten Leberdurchstré6mungsversuchen nur aéuBerst gering 
Mengen praformierten Acetons auf, wahrend der weitaus iiberwiegend: 
Teil des bei der Aufarbeitung der Ansatze erhaltenen Acetons erst bi 
der Destillation der Versuche aus primar entstandener Acetessig 
siure abgespalten wird. Dasselbe gilt fiir die durch Leberbrei bi 
wirkte ,,Acetonbildung*’ aus Brenztraubenséure. So konnte in einem 
analog, Ansatz 1, Tabelle IT, durchgefiihrten Versuch nach dem Ver 
fahren von Embden und Schliep? (Abtreiben etwa vorhandenen Acetons 
durch Vakuumdestillation bei 30 bis 35°) iiberhaupt kein praformiertes 
Aceton nachgewiesen werden. Der ganze Acetonwert ist mithin aut 
Acetessigsiure zu beziehen. 

Es sei erwaihnt, daB in Versuchen mit aufgekochtem Leberbrei keine 
Acetessigsiurebildung aus Brenztraubensiure mehr festzustellen ist, 
womit der enzymatische Charakter der Reaktion bewiesen sein diirfte 

Ferner sei betont, daB die Fahigkeit zur Acetessigsiurebildung 
bei den Lebern verschiedener Tiere sehr verschieden ist und auch wohl 
von dem Ernaéhrungszustand der Tiere abhingt. So konnte unter 
gleichen Versuchsbedingungen wie oben mit Schweine- und Kaninchen- 
leberbrei nur eine sehr geringe Acetonbildung aus Pyruvinat festgestellt 
werden. 

Ich habe mich auch in dieser Arbeit nicht darauf beschrankt, 
die Aceton- bzw. Acetessigsiurebildung aus Brenztraubensaure nur durch 
den Zuwachs des ,,Carbonylwertes‘‘ sowie die Legalschen und Frommer- 
schen Farbenreaktionen nachzuweisen, sondern wiederum das bei der 
Aufarbeitung der Versuche entstehende Aceton in Substanz isoliert. 
Zu diesem Zweck wurden 1,2 kg frischen Rinderleberbreies 3 Stunden 
lang mit 3 Litern Wasser und 35g brenztraubensaurem Natrium digeriert, 
der. Ansatz darauf mit Wasserdampf destilliert und das Destillat durch 
wiederholte Fraktionierung, das erste Mal tiber Schwefelsiure, das 
zweite Mal iiber Bleicarbonat auf ein Volumen von 10 cem gebracht. 
Beim Versetzen von 5ccm des Destillats mit einer Lésung von 0,2 g 
p-Nitrophenylhydrazin in 20 ccm verdiinnter Essigséure fielen 0,14 g 
Aceton-p-Nitrophenylhydrazon vom Schmelzpunkt 148° aus (ber. 
N = 21,75%, gef. N = 21,87°,). Ein in gleicher Weise aufgearbeiteter 
Kontrollansatz ohne brenztraubensaures Natrium ergab keine Hydrazon- 
abscheidung. 

Beziiglich des Chemismus der Acetessigsiurebildung aus Brenz- 
traubenséure haben Embden und Oppenheimer® die Meinung geauBert, 


1G. Emden u. H. Engel, Hofmeisters Beitr. 11, 323, 1908. 

2 G. Embden u. L. Schliep, Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. d. 
Stoffwechsels 1907, S. 7. 
3 G. Embden u. M. Oppenheimer, 1. c. 
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Acetessigsiurebildung durch Leberbrei. ll 


'aB Acetaldehyd als Zwischenprodukt des obigen Stoffwechselprozesses 
.nzusehen ware. Diese Auffassung wird durch unsere Versuche nicht 
vestiitzt. Vielmehr spricht die Tatsache, daB die Acetessigsiurebildung 
us Pyruvinat auch in Gegenwart von Calciumsulfit ohne Acetaldehyd- 
nreicherung verlauft, dafiir, daB die Decarboxylierung erst nach dem 
Zusammentritt zweier Brenztraubensiuremolekiile vor sich geht, 
wie dieses bereits von Neuberg und Arinstein' fiir den Chemismus 
der Butylgiérung diskutiert worden ist. 

In diesem Zusammenhang ist von Wichtigkeit, daB unter den 
obigen Versuchsbedingungen, d.h. beim Arbeiten mit Leberbrei auch 
\thylalkohol sowie der aus diesem oxydativ gebildete Acetaldehyd 
keine Acetessigsdurebildung hervorrufen?®. 

Die Aufarbeitung der diesbeziiglichen in Tabelle IIT niedergelegten 
Versuche war wieder die gleiche wie friiher, nur wurde in den End- 
destillaten der aus dem Alkohol gebildete Acetaldehyd vor der Hydroxy!- 
aminsulfattitration durch 10 Minuten langes Kochen mit Silberoxyd 





zerstort. 
Tabelle III. 
Carbonylwert 
Nr. Ansatz berechnet in mg 
Aceton 
1 SEER eee a | 
25g Athylalkohol he Pe Cae 0) 
Se iS 8 Se ew ele 
2 Kontrolle wie 1, sofort aufgearbeitet . . . . 0 


1 OC. Neuberg u. B. Arinstein, diese Zeitschr. 117, 269, 1921. 
2 Vgl. dagegen E. Friedmann, Hofmeisters Beitr. 11, 202, 1908; 
N. Masuda, diese Zeitschr. 45, 140, 1912. 





Uber tierische Carboligase. 
Von 
Giinther Gorr. 


(Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A. (., 
Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 6. August 1932.) 


Im Jahre 1921 haben Newberg und Hirsch die Entdeckung gemacht, 
daB gairende Hefe zugefiigte Aldehyde mit dem bei der alkoholischen 
Zuckerspaltung intermediar auftretenden Acetaldehyd zu optisch 
aktiven Acyloinen, CH,.CO.CHOH.R, zu kondensieren vermag'. 
Kurze Zeit, darauf konnte Hirsch? zeigen, daB auch bei der von Hef 
bewirkten Vergérung von Brenztraubenséure eine analoge Umsetzung, 
die Bildung von linksdrehendem Acetoin, CH, .CO.CHOH.CH,, 
aus zwei Molekiilen Acetaldehyd statthat. 


Es war naheliegend, daB die entdeckte Carboligasewirksamkeit* 
nicht auf den Hefestoffwechsel beschrankt ist; vielmehr sprach das 
hiufige Vorkommen von Acetoin bzw. 2, 3-Butylenglykol als Stoff- 
wechselprodukte bakterieller Umsetzungen fiir eine verhaltnismaBig 
weite Verbreitung des obigen Enzyms im Reiche der Mikroorganismen?. 


' Vel. die Literatur bei C. Neuberg u. M. Kobel in C. Oppenheimer u. 
L. Pincussen, Die Methodik der Fermente 8. 1329, Leipzig 1929. 

2 J. Hirsch, diese Zeitschr. 131, 178, 1922. 

® Zu den auf Grund von Lichtversuchen gegen die Sonderexistenz 
eines carboligatisch wirkenden Enzyms erhobenen Einwendungen braucht 
hier nicht Stellung genommen zu werden. Vgl. W. Dirscherl, Hoppe-Seylers 
Zeitschr. 188, 225, 1930; C. Neuberg, diese Zeitschr. 225, 238, 1930; 2. Hof- 
mann, ebenda 248, 429, 1931. 

4 Vgl. die Literatur in Ff. Czapek, Biochemie der Pflanzen, Jena 1922; 
siehe auch C. Neuberg, Die Garungsvorgiinge, Monographie, Jena 1913. 
Die phytochemische Verkniipfung von 2, 3-Butylenglykol mit carboligatisch 
gebildetem Acetoin ist von C. Neuberg u. G.Gorr auch bei der Vergirung 
von Oxalessigsiéure experimentell belegt worden, diese Zeitschr. 154, 495, 
1924. 
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G. Gorr: Tierische Carboligase. 13 


Mit Sicherheit konnten Kitasato! in Bacterium ascendens, und T'anko?* 
1 Termobacterium mobile Lindner Carboligase nachweisen. Dai das 
kohlenstoffkniipfende Ferment’ auch in héheren Pflanzen vorkommt, 


var schon aus den Feststellungen von Mazé* und von Lemoiqne und Mon 


villon’ zu schlieBen, die allerdings ohne Kenntnis des carboligatischen 
\lechanismus insbesondere in Blattern und Keimlingen Acetoin und 
’, 3-Butylenglykol nachweisen konnten. Experimentell sichergestellt ist 


lie Carboligasewirkung in héheren Pflanzen, jedoch erst in letzter Zeit 
lurch Stepanow und Kusin®. Bemerkenswerterweise ist das Vorkommen 
von Acetoin und 2, 3-Butylenglykol aber nicht nur auf das Pflanzenreich 
beschrinkt. So konnten in jiingster Zeit Schmalfuss® sowie Lemoiqne und 
Vonguillon? beide Substanzen auch im Tierorganismus (Harn und Blut) 
finden. 

Aus der vorliegenden Arbeit geht hervor, daB der Chemismus 
der Acetoin- bzw. Butylenglykolbildung auch im Tierorganismus vollig 
der gleiche ist wie in pflanzlichen Zellen, d.h. durch carboligatische 
Verkniipfung von zwei Acetaldehydmolekiilen bewirkt wird. 

Als Enzymmaterial fiir den Nachweis tierischer Carboligase hat 
sich speziell der Herzmuskel — es wurde mit dem Herzmuskel des 
Rindes gearbeitet -- als wirksam erwiesen. 

Die Versuchsanordnung war die folgende: 

In zwei Ansatzen wurden je 100 g¢ frisch nach dem Schlachten ge- 
wonnenen, mittels eines Wolfs zerkleinerten Herzbreies in 250 ccm 
einer 1°, igen mit Natronlauge neutralisierten wasserigen Brenztrauben- 
siurelésung verteilt. Der eine Ansatz wurde sofort nach der Mischung, 
der andere nach 3stiindigem Stehen bei 30° unter Zusetz von 25g 


Calciumearbonat und 2 g Ferrichlorid letzteres zwecks Uberfiihrung 
des Acetoins in das leicht fliichtige Diacety! mit Wasserdampf 


destilliert. Die so erhaltenen Destillate wurden dann durch fraktionierte 
Destillation das erste Mal iiber Schwefelsiure, das zweite Mal iiber 
Bleicarbonat auf ein Volumen von 15 cem gebracht. SchlieBlich wurden 
beide Destillate mit je einer Lésung von 0,15 g p-Nitrophenylhydrazin 
in 15 ccm verdiinnter Essigsiure 2 Stunden im siedenden Wasserbad 
erhitzt. Wahrend in der sofort destillierten Kontrolle keine Abscheidung 
auftrat, schieden sich in dem Versuch, in dem der Herzbrei 3 Stunden 
auf die Brenztraubensdiure eingewirkt hatte, 0,14 g¢ Diacetyl-p-nitro- 
phenylosazon ab (Schmelzpunkt 319°, ber. N = 23,59°,,  gef. 
N = 23,47 %). 

1 T. Kitasato, diese Zeitschr. 195, 118, 1928. 

2 B. Tanke, ebenda 247, 482, 1932. 

3 PP. Mazé, C. r. Acad. Scien. 171, 1391, 1926. 

' M. Lemoigne u. P. Monquillon, ebenda 190, 1457, 1930. 

5 A. Stepanow u. A. Kusin, Ber. d. chem. Ges. 64, 1345, 1931. 

® H. Schmalfuss, Hoppe-Seylers Zeitschr. ISS, 279, 1930; H. Schmalfuss 
u. H. Schaake, ebenda 200, 169, 1931. 

7 M. Lemoigne u. P. Monguillon, C. r. Acad. Scien. 191, 80, 1930. 
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Es gelingt auch leicht, das primar gebildete Acetoin unter Ver 
meidung der Wasserdampfdestillation zu isolieren. Zu diesem Zweck 
wurde ein Ansatz bestehend aus 4 Liter Wasser, 45 g brenztrauben 
saurem Natrium und 1600 g Herzbrei nach 3stiindigem Stehen bei 30! 
durch ein Leinentuch filtriert, 3,2 Liter des Filtrats mit Kochsalz iiber- 
siittigt und 60 Stunden lang im Perkolator mit Ather extrahiert. Der 
so gewonnene Atherauszug wurde darauf mit 10 cem Wasser versetzt 
und der Ather im Kohlensaurestrom abgetrieben. Die zuriickbleibende 
wisserige Lé6sung wurde nach Abfiltrieren eines in geringer Menge 
ausgefallenen Niederschlages auf 15 cem aufgefiillt. Beim zweistiindi- 
gen Erhitzen von 5 cem dieser Lésung mit 0,4 g p-Nitrophenylhydrazin 
in 20cem verdiinnter Essigsiure fielen 0,19 g Acetoin-p-nitropheny!l- 
osazon aus (Schmelzpunkt nach dem Umkristallisieren aus Pyridin- 
Kisessig 320°). DaB die durch Ather extrahierte, das obige Osazon 
liefernde Substanz Acetoin und nicht Diacety] war, lieB sich mit Sicher- 
heit dadurch erweisen, da beim Destillieren von 5 ccm der obigen 
wasserigen Lésung im Kohlensaiurestrom in der Vorlage kein Diacety! 


als Nickeldimethylglyoxim nachzuweisen war, wahrend bei analoger 


Destillation mit Eisenchlorid 0,06 g Nickeldimethylglvoxim ausge- 
schieden wurden. 

Es sei iibrigens noch auf die Tatsache hingewiesen, das die carboli- 
gatische Acetoinbildung durch Herzbrei bei Zugabe von schwefelig- 
saurem Salz praktisch unterdriickt und nur das carboxylatische Brenz- 
traubensdurespaltprodukt Acetaldehyd gebildet wird, eine Feststellung, 
die in vélliger Analogie zu den Feststellungen von Neuberg und Mit- 


arbeitern! steht, die ein gleiches fiir die Acetoinbildung durch Hefe 


beobachtet hatten. 


| C. Neuberg u. A. v. May, diese Zeitschr. 140, 299, 1923; H. K. Sen, 
ebenda 140, 447, 1923; 148, 195, 1923; C. Newberg u. G. Gorr, Ergebn. d. 
Physiol. 24, 191, 1925. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


XII. Mitteilung: 

Einige orientierende Untersuchungen iiber die Koazervation hydrophiler Sole 
mit Farbstoffen, insbesondere von Gummi arabicum, mit Trypaflavin. 
Von 
H. G. Bungenberg de Jong und J. Lens. 

(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 
(Bingegangen am 5, Juli 1932.) 

Mit 9 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Schon seit langerer Zeit ist bekannt, dab hydrophile Sole, z. B. 
EiweiBsole!, durch gewisse Farbstoffe ausgeflockt werden. Bei ge- 
eigneten Kombinationen erhalt man bei dieser Ausflockung gutfliissige 
Koazervattrépfchen. Zur Demonstration eignet sich die Kombination 
Gummi arabicum + Methylenblau. Bringt man ein Trépfchen | °,iges 





Abb. 1 
Koazervation des Gummi arabicum-sols mit Methylenblau-lisung in der Beriihrungszone 
zWeier auf einem priparierten Objekttriger nebeneinanderliegender Tropfen (vgl. Text) 
Zimmertemperatur. Vergrétierung 120fach linear, 


' Vel. z. B. Chapman, Rawlis u. Schmidt, J. of biol. Chem. 82, 709, 1929. 





16 H. G. Bungenberg de Jong u. J. Lens: 


Gummi arabicum-sol und ein Trépfchen 1°,ige Methylenblaulésung 
auf einen Objekttraiger und bedeckt mit einem Deckglas, so bilden sic} 
in der Beriihrungszone der beiden Fliissigkeiten tiefgefarbte Koazervat 
trépfchen. Dieselben sind ausgesprochen fliissig und benetzen di 
Glasunterlage sehr leicht, wodurch ihre Umrisse sich bald verwischen 
Um diesem vorzubeugen, wurde bei den in Abb. 1 (2 und 8) abgebildete: 
Praiparaten der Objekttrager vorher mit einer diinnen, heiB eingetrock 
neten Schicht eines Sols von Amylum solubile iiberzogen, wodurch 
die Benetzbarkeit der Unterlage durch das Koazervat stark herabgesetzt 
wird. Auf dieselbe Weise, wie oben beschrieben, laBt sich feststellen, 
daB eine gréBere Anzahl von Farbstoffen, nicht nur Koazervation von 


Gummi arabicum-, sondern auch von Gelatinesolen (oberhalb der 


Gelatinierungstemperatur) hervorrufen. 

Ks fallt auf, daB ein Ladungsgegensatz dabei cine wesentliche Rolle 
spielt: Das Zeichen der kapillarelektrischen Ladung mui dem des 
Farbstoffions entgegengesetzt sein. 

Es gibt also zwei Kategorien: 


1. Negatives hydrophiles Sol +- basischer Farbstoff. 


Beispiele: Gummi arabicum + Methylenblau (vgl. Abb. 1). 
“ Trypaflavin (vgl. Abb 2). 
Negative Gelatine + Neutralrot. 
Natriumnucleinat (aus Hefe) + Methylgriin*. 


2. Positives hydrophiles Sol + saurer Farbstof/. 

Be'spiele: Positive Gelatine + Natriumpikrat’ (vgl. Abb. 6). 
Tropaeolin 0 (vgl. Abb. 8). 
Kosin-Natrium*. 

Bei den in obiger Ubersicht aufgezahlten Beispielen entstehen fliissige 
Koazervattropfen auBer bei den mit einem Sternchen versehenen, bei denen 
sich mehr kérnige Niederschlige bzw. Flocken bilden. (Das bedeutet wohl: 
Vie Koazervate sind hier viel wasserirmer und somit nicht diinnfliissig 
genug, um in kurzer Zeit zu gut sichtbaren Tropfen zusammenzuflieBen.) 

Diese RegelmaiBigkeit l4Bt vermuten, daB ein Ladungsgegensatz 
eine wesentliche Rolle im Desolvationsmechanismus (der zur Koazer- 
vation fiihrt) spielt. Damit miiBte diese Koazervation bei der Komplex- 
koazervation (im erweiterten Sinne) einzureihen sein. Eine weitere 
Kigenschaft dieser Koazervation steht mit der Auffassung als Komplex- 
koazervation im Einklang: In vielen Fallen gelingt es, sie durch Hinzu- 
fiigung eines Neutralsalzes, z. B. Natriumchlorid, aufzuheben. 

Indes liegen die Verhaltnisse hier nicht besonders einfach, und 
eine weitere Entscheidung, ob es sich hier um eine Komplexkoazervation 
im engeren Sinne (bei der der Farbstoff als entgegengesetzt geladene 
Kolloidkomponente auftritt) oder ob es sich um Autokomplexkoazer- 
vation handelt (bei der der Farbstoff als entgegengesetzt geladenes, gut 
adsorbierbares Farbstoffion an die Oberfliche des hydrophilen Teilchens 
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Komplexkoazervation. NII. 17 


angeheftet wird), ware nur von Fall zu Fal) auf Grund eingehenderer 


Untersuchungen zu geben, als sie hier geplant sind. 

Am Beispiel der hier am ausfithrlichsten untersuchten Kombination 
Gummi arabicum + Trypaflavin werden wir zeigen, dab es Faille gibt, 
in denen eben eine eindeutige Beantwortung jener Fragestellung nicht 
méglich erscheint, insofern es sich dabei eben um einen Mischtypus 
jener beiden Koazervationstypen handelt. Nur bei einer der drei unter- 
suchten Kombinationen kann unbedenklich eine Entscheidung zugunsten 
des reinen Typus der Autokomplexkoazervation getroffen werden (posi- 
tive Gelatine + Natriumpikrat). 


2. Die Komplexkoazervation (im erweiterten Sinne) von Gummi arabicum 
+ Trypaflavin. 
a) Koazervation und Undladung. 

In den vorhergehenden Mitteilungen wurde zur Verfolgung der 
Koazervation die Messung der durch sie verursachten Lichtabsorption 
(mit dem Extinktometer nach Voll) vielfach benutzt. Dieses Verfahren 
wird aber bei Anwendung stark gefarbter Farbstoffe (wie Methvlenblau) 
ungeeignet. 

Unsere Wahl fiel daher zunachst auf das Trypaflavin (Praparat der 
I. G. Farbenindustrie). Auch in anderer Hinsicht eignet sich dieser 
Farbstoff gut, insofern als die von uns verwendeten Neutralsalze in 
den Konzentrationen, die zur Aufhebung der Komplexkoazervation 
notig sind, den Farbstoff selbst in Lésung lassen'. Es wurde eine 





Abb. 2. 


Koazervation des Gummi arabicum-sols mit Trypaflavinlésung in der Beriihrungszone zweier 
auf einem priparierten Objekttriger nebeneinanderliegender Tropfen (vgl. Text) 
Zimmertemperatur. Vergriferung 500fach linear, 

1 Vel. aber die folgende Mitteilung. 


Biochemische Zeitschrift Band 254. 











1s 


0,25°,ige Trypaflavinlésung in destilliertem Wasser bereitet und bei 
Zimmertemperatur eine 


H. G. Bungenberg de Jong u. 


setzung angesetzt: 


Mischungsreihe 


2 cem 0,25° iges Gummi arabicum-sol 


losung 
1 


Die auftretende Triibung ist der Koazervation (vgl. Abb. 2) zu- 
2,0 und bleibt 
bei Erhéhung der Trypaflavinkonzentration bestehen. An einer identisch 


zuschreiben. 


zusammengesetzten Mischungsreihe wurde die kataphoretische Ge- 
Spalte 3) 
und festgestellt, daB die Koazervattrépfchen zuerst negativ sind, bei 


schwindigkeit der Koazervattrépfchen gemessen (Tabelle I, 


von folgender 


wcem 0,25° ige Trypatlavins 


(18 x)cem destilliertes Wasser. 


Letztere ist schon stark vorhanden bei x 


J. Lens: 


2 Stunde nach dem Mischen erfolgte die Messung der Lichtabsorption 
(vgl. Tabelle I und Abb. 3 A). 


Erhéhung der Trypaflavinkonzentration aber umgeladen werden. 


Dies ist sehr gut mit der Vorstellung vereinbar, daB es sich beim 
Umladungspunkt nur um eine Ausbalancierung negativer und positiver 
Ladungen handelt, wie es bei der Komplexkoazervation der Fall ist. 


Tabelle I. 


Koazervation des Gummi arabicum-sols mit Trypaflavin und die im 
Koazervationsgebiet auftretende Umladung. 





Licht- 
r absorption 
0 
0,5 3 
1,0 3 
1,5, 13 
2,0 58 
2,5 62 


Ladungszeichen 
und kataphoretische 
Geschwindigkeit der 
Koazervattropfen (in 

willkiirlichem Mafstab) 


— 124 


— 79 





3,0 
4,0 
6,0 
10,0 
18,0 


Licht- 
absorption 


F 
10 


Ladungszeichen 
und kataphoretische 
Geschwindigkeit der 
Koazervattropfen (in 

willkiirlichem Mabstab) 


— 41 
4 
+ 56 


+ 
+ 181 


b) Desintegrationserscheinungen im elektrischen Gleichstromfelde. 


Die tibrigen Erfahrungen lassen iiber die Komplexnatur unserer 
Koazervation keinen Zweifel. Zunaichst war zu erwarten, daB die gut- 
fliissigen Koazervattropfen im elektrischen Gleichstromfeld die friiher! 


beschriebenen Desintegrationserscheinungen zeigen wiirden. 


Um ge- 


niigend groBe Koazervattropfen zu erhalten, mischten wir 1 Volumen 
1%iges Gummi arabicum-sol mit 2 Volumen 0,25°%%iger Trypaflavin- 


losung. 


Es entstehen Koazervattropfen, die zwar im Gleichstromfeld 


Vakuolisation erkennen lassen, aber offenbar durch das Vorhandensein 


' Diese Zeitschr. 221, 403, 


1930. 


Zusammen. 
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Komplexkoazervation. XII. 19 
mlich fester Haiutchen an ihrer Oberflache die iibrigen Erscheinungen 
cht oder nur undeutlich zeigen. 

Beim Hinzutropfen von destilliertem Wasser wird aber schlieBlich 
n geniigend fliissiger Zustand, auch der sie umhillenden Filme, er- 
reicht, worauf im Gleichstromfeld nunmehr auch die Bildung eines 

Halbkranzes auBerst kleiner Koazervattrépfchen in der Nahe der 

ropfen-AuBenbegrenzung auftritt. 


c) Aufhebung der Koazervation durch hinzugefiigte Neutralsalze, 
Mit der Erklirung unserer Koazervation als Komplexkoazervation 
steht zweitens der EinfluB zugesetzter Neutralsalze im Einklang. Fiir 
ihre Untersuchung wurden Reihen von folgender Zusammensetzung 


angesetzt: 
2 cem 0,25°,iges Gummi arabicum-sol + 4 cem 0,25°,ige Trypaflavin- 
losung + 14cem Neutralsalzlésung von variierter Konzentration. 


(Bei Zimmertemperatur.) 


Nach einer Wartezeit von '/, Stunde erfolgte die Messung der Licht- 


absorption (vgl. Tabelle 1). 
Tabelle Il. 


Aufhebung der Komplexkoazervation Gummi arabicum — Trypaflavin 
durch zugefiigte Neutralsalze. 





endkonz, In 108, Konz, sarees ssatthodl 
——— im Liter KCl Ba Cl, La(N O3)3 KyS0, Na,-Citrat 
0,5 0.7074 67 65 63 
1 0,00° 8 66 64 65 66 69 
2 0,304 66 63 60 66 73 
: 0.487% 6 62 60 66 73 
4 0,60-* 65 62 56 66 73 
6 078-3 64 63 48 66 75 
10 0,00-2 64 58 37 63 72 
15 0,18° 2 6: 57 16 63 66 
20 0,30-2 61 52 10 60 51 
30 0,48°3 58 40 10 53 35 
35 0.542 56 29 46 27 
50 0.70-* 51 13 25 24 
70 084-2 — 18 22 
100 0,00! 27 
140 015°! 7 


Die Versuchsergebnisse zeigen (vgl. auch Abb. 3, B und C), dab 
die Koazervation durch die untersuchten Neutralsalze aufgehoben, 
jedenfalls stark vermindert wird, und daB die aufhebende Wirkung 
zunimmt, wenn bei gleichbleibender Ladung des Anions die Ladung 


Q* 








20+ 


20 H. G. Bungenberg de Jong u. J. Lens: 


des Kations, aber ebensosehr, wenn bei gleichbleibender Ladung d 
Kations die Ladung des Anions ansteigt, also: 


: BaCl, La(NO.). ., : ws 
KC] =< —— c da (Valenzreihe der Kationen), 
, K,SO Na,-Citrat .. : : 
KCl - oe s< . 3 (Valenzreihe der Anionen). 


Diese Befunde stehen in vélliger Chereinstimmung mit der Aut 
fassung unserer Koazervation als Komplexkoazervation. Die aut 
hebende Wirkung der zugesetzten Neutralsalze und das Auftreten de: 
beiden Valenzreihen dabei ist ja charakteristisch sowohl fiir die 
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‘ Trypaflavin in % Neutra/salz Neutra/salz 
Abb. 3. 


Koazervation des Gummi arabicum-sols mit Trypaflavin (A) und Aufhebung derselben mit 
Neutralsalzen (in B des Typus 1—1, 2—1 und 3—1, in C des Typus 1—1, 1—2 und 1—3). 


Ordinaten: Lichtabsorption in 9. Abszissen: In A scheinbare Endkonzentration (, des 


Trypaflavins in Gewichtsprozenten, in B und C Logarithmen der Neutralsalzendkonzen- 

trationen in Aquivalenten fiir 1 Liter. Die in B und C gewihlte konstante Trypaflavinkon- 

zentration ist in A mit einem Pfeil angegeben. Sie liegt nahe bei dem Umiadungspunkt 
in A. In den beiden Valenzreihen ist die Reihenfolge der Einzelsalze die normale. 


wohnliche Komplexkoazervation als auch fiir die Autokomplex- 
koazervation. Der etwas abweichende Verlauf der Citratkurve hingt 
wohl damit zusammen, dab bei etwas gréBerer Trypaflavinkonzentration 
dieses Neutralsalz den Farbstoff zur Koazervation bringt. Vgl. folgende 
XIII. Mitteilung. 


d) Die Gummi arabicum-konzentration und die zur Koazervation gerade 
erforderliche Trypaflavinmenge. 


Es folgen nun einige Versuche, die eine Entscheidung zwischen der 
gewohnlichen Komplexkoazervation und der Autokomplexkoazervation 
herbeifiihren sollten. Bei der ersteren ist das Mischungsverhaltnis der 
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eiden Kolloidkomponenten von gréBter Wichtigkeit. Bei der letzteren 
st ebenfalls das Verhaltnis Kolloidmenge Menge der angehefteten 
men von ausschlaggebender Bedeutung. Bei der Autokomplex- 
oazervation ist aber immer mit einer Gleichgewichtskonzentration der 
‘rei im Dispersionsmittel vorhandenen autokomplexbildenden Lonen zu 
rechnen, die bei einer bestimmten Besetzung der Teilchenoberflache 
verade mit diesen lonen im Gleichgewicht steht. 

Diese Konzentration kann alle méglichen Werte haben. Sie ist 
sehr klein bei der Kombination Gummi arabicum + Hexolnitrat!; bei 
der Kombination Sojabohnenlecithin + Hexolnitrat? ist dieselbe beim 
Umladungspunkt ebenfalls sehr gering, aber doch schon eben meBbar 
(in der GréBenordnung von 5. 10-*n), bei der Kombination: positives 
Ichthyocoll (py = 2,92) + Kaliumferricyanid?® ist sie beim Umladungs- 
punkt aber schon betrachtlich (schatzungsweise zwischen 10-3 und 10-?n). 

Wenn die Gleichgewichtskonzentration sehr klein ist, so auBert 
sich das darin, daB man praktisch zur Erreichung des Umladungs- 
punktes Aquivalenz zwischen der benétigten Menge des autokomplex- 
bildenden Ions und der vorhandenen Menge Kolloidsubstanz, unabhangig 
von der vorhandenen Menge Wasser, findet. 

Ist sie aber erheblich, so ist von einer solechen Aquivalenz nicht 
mehr die Rede. Ist sie geniigend groB, se kann im Grenzfall die be- 
nétigte hinzugefiigte Ionenmenge der vorhandenen Wassermenge prak- 
tisch proportional werden, wenn man die 
Kolloidmenge konstant halt. 











R 
eS 
, . , , S 
Den allgemeinen Fall gibt das Schema der Ss 
- ; “s ‘ - & 
Abb. 4 an, in der die schrag aufsteigende Ge- &§ 
rade die zur Erreichung des Umladungspunktes 28 
erforderliche Menge des autokomplexbildenden Rs 
ere aN 
Ions bei konstant gehaltener Kolloidmenge && 
und variiertem Endvolumen angibt. SS 
‘ ‘ . ‘ ; “ S Bt 
Die Kurve ist eine lineare Funktion der x M 
Lndvolumen 


Gleichung 

y b+ev.tg x, Abb. 4. Schema, vgl. Text. 
in welcher y die benétigte Jonenmenge, ¢ das Endvolumen und } die Strecke 
der Ordinatenachse vom Nullpunkt bis zum Schnittpunkt der Geraden 
mit derselben sind. 

b hat die Bedeutung einer an die vorhandenen Kolloidteilchen an- 
gehefteten lonenmenge, die zur Erreichung des Umladungspunktes notig 
ist. b ist daher dieser vorhandenen Kolloidinenge proportional. Die Neigung 
der Geraden (also tg x) ist ein MaB fiir die Gleichgewichtskonzentration, 

y b 
die zu jener angehefteten Ionenmenge gehért. ~ ~ gibt also die Gleich- 


! Diese Zeitschr. 248, 115, 1932, Abschn. 6. 
2 Ebenda 248, 131, 1932, Abschn. 4. 
3 Ebenda 235, 185, 1931, Abschn. 7. 
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gewichtskonzentration an. Je gréBer tg x ist, um so mehr steigt auch jen 
Gleichgewichtskonzentration. Ist sie aber sehr gering, so erhalt mar 
praktisch eine wagerechte Linie (wie bei Gummi arabicum bzw. Lecithi: 

Hexolnitrat). Was oben iiber die benétigte Menge zur Erreichung «& 
Umladungspunktes gesagt wurde, gilt natiirlich auch fiir jede andere Be 
setzung mit angeheftetem Lon, z. B. fiir eine solche (geringere), bei der de 
Ladungsgegensatz eben zur Koazervation ausreicht. Daraus ergibt sich div 
Moéglichkeit, schon mit einfachster Methodik (Titration bis zur ebe: 
bleibenden Triibung) einen Eindruck von den vorliegenden Verhaltnisse: 
zu gewinnen. Gileichzeitig eréffnet sich die Moéglichkeit, zwischen de: 
Alternative Komplexkoazervation im engeren Sinne oder Autokomplex 
koazervation mit Wahrscheiniichkeit zugunsten letzterer zu entscheiden 
wenn die Ergebnisse der Titration ausgesprochen fiir eine merkliche und 
dazu konstante Gleichgewichtskonzentration des Trypaflavins unabhangiy 
von der Verdiinnung sprechen. Wiirde man dagegen finden, daB nur das 
Mengenverhaltnis von Gummi arabicum zu Trypaflavin fiir das Zustande- 
kommen der Koazervation von ausschlieBlicher Bedeutung ist, so ist eine 
solche Entscheidung ohne weiteres daraus nicht zu treffen. 


Es wurden zwei Titrationsreihen durchgefiihrt, bei denen wir das 
eine Mal zu 2 cem, das andere Mal zu 5cem 0,25 ©, igem Gummi arabicum- 
sol verschiedene Mengen (2) destilliertes Wasser fiigten und die Gemische 
mit einer 0,25 °,igen Trypaflavinlésung bis zur ersten bleibenden Triibung 
titrierten. Die Versuchsergebnisse findet man in den Tabellen II] 
und [V. Bringt man die Daten der zweiten und dritten Spalte in eine 
graphische Darstellung (Abb. 5, A fiir Tabelle IJ und B fiir Tabelle IV), 
so ergibt sich, abgesehen von Schwankungen, die Versuchsfehlern zu- 
zuschreiben sind, eine lineare Beziehung zwischen y und v. 
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Abb. 5. 


Titration von 2 (A) bzw. 5 (B)cem 0,25°/ jig. Gummi arabicum-sol nach Verdiinnung mit 
einer yariierten Wassermenge mit 0,259 oig. Trypaflavinlisung bis zur eben eintretenden 
Triibung. Die dazu benitigte Menge in Kubikzentimeter ist eine lineare Funktion des 
Endyolumens. 
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Die Titrationszahlen der Tabelle II] sind weitaus weniger durch 
Versuchsfehler entstellt als die der Tabelle [TV und schlieBen sich ziemlich 
«ut einer Geraden an, die die Ordinatenachse bei 0,2 cem Trypaflavin- 
jsung schneidet. Wahrend die scheinbaren Endkonzentrationen des 
[rypaflavins in den Gemischen (Spalte 4 der Tabelle IIL) eben dadurch 
noch einen deutlichen Gang zeigen, ist die Gleichgewichtskonzentration 
(Spalte 5 der Tabelle III) innerhalb der Versuchsfehler konstant. 


Tabelle Ill. 


Kinflu8 der Verdiinnung auf die zur Koazervation einer bestimmten Menge 
Gummi arabicum (2 cem 0,25°,,iges Sol) eben benétigte Menge Trypaflavin 





in Kubikzentimeter 0,25°,iger Lésung). 
5) £ 





Zugesetzte Beniitigte Scheinbare Endkonzentra- Gleichgewichts- 


Wasser- Trypaflavinlésung Endvolumen _ tion des Trypaflavins in °/) konzeutration 
menge ¥ y—0,2 
z in ecem y in com v 2+2+y 4(2+ 24+) 4(2+ 2+) 
19 1,2 13,2 0,023 0,019 
20 1,9 23.9 0,020 0,018 
30 2,9 34,9 0,021 0,019 
59 4.5 56,5 0,020 0.019 
75 6.7 83,7 0,029 0,019 
100 8,2 110,2 0,019 0,018 
150 12,4 164.4 0,019 0,019 


Tabelle IV. 
Einflu8 der Verdiinnung auf die zur Koazervation einer bestingmten Gummi 
arabicum-menge (5cem 0,25°,iges Sol) eben benétigte Trypaflavinmenge 
(in Kubikzentimeter 0,25°,iger Losung). 





Zugesetzte Bendtigte - 
Wassermenge Trypaflavinlisung Endvolumen 
xz in ecm y in eem b+at+y 

0 1.3 63 

5 1,5 11,5 
20 2,7 27,7 
30 3.5 B85 
50 6,2 61,2 
9) 95 104.5 
150 16,0 171.0 


Bei der zweiten Titrationsreihe sind die Schwankungen durch 
Versuchsfehler so erheblich, daB sich eine Berechnung der Gleich- 
gewichtskonzentration aus den Einzeldaten nicht lohnt. Doch ist aus 
Abb. 5 zu erkennen, daB es sich wieder um eine lineare Beziehung 
zwischen y und dem Endvolumen handelt. Es ist nun schon im 
voraus den obigen Darlegungen zu entnehmen, wo die Gerade B die 
Ordinatenachse schneiden muB. Wir sahen dort, daB b proportional 
der vorhandenen Kolloidmenge sein mu, und da in Tabelle 1V 5 ccm 
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Gummi arabicum-sol verwendet wurden, dagegen in Tabelle IIT nu 
2 cem, so muB jener Schnittpunkt jetzt nicht bei 0,2, sondern bei 0,5 cen 
Trypaflavinlésung erwartet werden. In der Abb. 5 ist nun die ein 
gezeichnete Gerade B eben durch diesen Punkt der Ordinatenachse 
gelegt worden, und es zeigt sich, daB dann die durch Versuche bestimmter 
Punkte sich an sie anschlieBen. Nach den theoretischen Darlegungen 
miiBte noch eine andere Beziehung zwischen den beiden Kurven durch 
A und B erfiillt sein: Da die Gleichgewichtskonzentration ja ein: 
Konstante ist, so miiBten A und B auch untereinander parallel ver- 
laufen. Das ist nun bestimmt nicht der Fall, aber es lat sich ver- 
muten, wodurch die Erfiillung dieser Forderung verhindert ist. 

Die beiden Reihen sind nicht zu derselben Zeit gemessen worden, 
sondern einige Zeit nacheinander. Nun sind die von uns untersuchten 
Koazervationen: hydrophiles Sol + Farbstoff sehr temperaturemp- 
findlich, in dem Sinne, daB Temperaturerhéhung die zur Koazervation 
gerade erforderlichen Farbstoffmengen stark erhéht, d. h. die fiir eine 
Koazervation erforderliche Besetzung mit adsorbierten Farbstoffionen 
bei héherer Temperatur wird erst bei einer gréBeren Gleichgewichts- 
konzentration erreicht werden. Es ist also zwar die Neigung (tg «) 
der Abb. 4 eine Konstante, aber nur bei konstanter Temperatur. Bei 
einer héheren Temperatur wird tg « zunehmen. Eine etwas andere 
Zimmertemperatur wahrend der beiden Titrationsreihen wiirde also die 
von der Theorie geforderte Parallelitat der Kurven A und B der Abb. 5 
entstellen kénnen. (Aus dem Verlauf der Kurve B berechnet sich fiir 
die Gleichgewichtskonzentration 0,022 statt 0,019°, fiir A.) 


e) Die Deutung der Autokomplexkoazervation und Verwicklungen, die diese 
Deutung jedoch als zu einfach erscheinen lassen. 

Zusammenfassend kann man sagen, daB die Ergebnisse der Ti- 
trationsversuche mit der Auffassung im Einklang stehen, daB die Ko- 
azervation: Gummi arabicum + Trypaflavin als eine Autokomplex- 
koazervation zu deuten ist. Sie schlieBt sich insofern an die friiher 
beschriebene Autokomplexkoazervation von positivem Ichthyocollsol 
+ Kaliumferricyanid an, als in beiden Fallen merkliche Gleichgewichts- 
konzentrationen der autokomplexbildenden Ionen frei im Dispersions- 
mittel vorhanden sein miissen, wenn die Besetzung einen zur Ko- 
azervation geniigenden Ladungsgegensatz erreichen soll. Ein wichtiger 
Unterschied ist jedoch darin vorhanden, daB in unserem Falle das auto- 
komplexbildende Ion nach dem Formelbild einwertig ist und daher 
gemiB dem in Abschnitt 8 der VII. Mitteilung! dieser Reihe Gesagten 
der Ladungsgegensatz nicht ausschlieBlich durch Anlagerung an die 
urspriinglichen ionogenen Stellen des Teilchens erklart werden kann. 


1 Diese Zeitschr. 235, 185, 1931. 
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Wir besprachen dort schon, daB ein solcher Ladungsgegensatz 
urch Anlagerung von einwertigen entgegengesetzt geladenen Ionen 


ar verstandlich wird, wenn dieselbe auch oder vorwiegend zwischen 
en urspriinglichen ionogenen Stellen erfolgt. Da dazu besonders die 
tark adsorbierbaren Farbstoffionen giinstig sind, erscheint uns selbst- 
verstandlich und im Einklang zu sein mit zwei weiteren Eigentiimlich- 
keiten der Koazervation: Gummi arabicum + Trypaflavin, naimlich mit 


1. der groBen Temperaturabhangigkeit, die schon oben gestreift 
wurde, und welche im Einklang steht mit der Erfahrung, dai die Ad- 
sorption vielfach bei steigender Temperatur abnimmt: 


2. der aufhebenden Wirkung einer Reihe von Nichtelektrolyten, 
die man als Verschlechterung des Adsorptionsmilieus deuten kénnte. 
So heben, in geniigender Menge zugesetzt, Alkohol, Harnstoff, Urethan, 
Chloralhydrat, Acetamid, Resorcin, Pyrogallol und Glucose die Ko- 
azervation auf. Man kénnte also geneigt sein, die Koazervation: Gummi 
arabicum + Trypaflavin unbedenklich als erstes Beispiel des in der 
VII. Mitteilung, Abschnitt 8 vorhergesehenen Falles der Autokomplex- 
koazervation, bei der der erforderliche Ladungsgegensatz in rein wasse- 
rigem Milieu durch Adsorption gut adsorbierbarer einwertiger entgegen- 
gesetzt geladener Tonen zwischen den ionogenen Stellen eintritt, zu 
betrachten. Es gibt aber mehrere Hinweise, die einen solchen SchluB 
doch noch unsicher machen und wahrscheinlich mit der halbkolloiden 
Natur von Trypaflavinlésungen zusammenhangen (vgl. die folgende 
Mitteilung). Selbst das Bemiihen, die Koazervation: Gummi arabicum 
+ Trypaflavin entweder unter der Komplexkoazervation im engeren 
Sinne oder unter der Autokomplexkoazervation einreihen zu wollen, 
erscheint sogar vielleicht an sich schon als unfruchtbar. Trypaflavin 
in verdiinnter Lésung verhalt sich zwar im groBen und ganzen Gummi 
arabicum-sol gegeniiber so, als ob es ionendispers vorhanden ware und 
damit ein Autokomplexkoazervat bilde, aber dabei erhebt sich die 
Frage, ob der Farbstoff mur ionendispers in Wasser verteilt ist. 


In der folgenden Mitteilung werden wir namlich Erscheinungen 
begegnen, die man als eine Autokomplexkoazervation des Trypaflavins 
selbst mit gewissen polyvalenten entgegengesetzt geladenen [onen deuten 
kann. Hier verhalten sich etwas konzentriertere, ja selbst gleich- 
konzentrierte Trypaflavinlésungen (wie sie in der vorliegenden Arbeit 
als Endkonzentrationen benutzt wurden) im Gegenteil so, als ob das 
Trypaflavin darin (wenigstens zum Teil) als hydrophiles Kolloid vor- 
handen ware. Jedenfalls scheint daraus die ausschlieBliche Mit beteiligung 
einwertiger Trypaflavinionen bei der Koazervation: Gummi arabicum 

Trypaflavin vdéllig ungesichert: es kénnten polyvalente Assoziate 
dieser Lonen ebenfalls mit im Spiele sein, daher liefert diese Koazervation 
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auf keinen Fall ein gesichertes Beispiel! des in der VII. Mitteilung. A} 
schnitt 8, vorhergesehenen Falles der Autokomplexkoazervation m 
monovalentem entgegengesetzt geladenen Ion. Wir kommen also zur 
SchluB, daB unsere Koazervation zwar unbedenklich zur Komplex 
koazervation im erweiterten Sinne gehért, daB jedoch eine Unter 
bringung in einem der beiden durch diesen Begriff zusammengetabte: 
Koazervationstypen [IT (Komplexkoazervation im engeren Sinne) und 
IV (Autokomplexkoazervation) unsicher ist. Vielmehr kénnen wir 
dieselbe als Mischtypus III bis IV auffassen, in dem unter giinstige: 
Umstanden die Hauptrolle praktisch Typus III spielt (wie z. B. bei 
den oben beschriebenen Titrationen, bei denen es sich nur um so geringe 
Trvypaflavinkonzentrationen handelt, wie sie eben zur beginnenden 
Koazervation ausreichen). Die bei gréBeren Konzentrationen so auf- 
fallenden morphologischen Eigentiimlichkeiten der Koazervattropfen 
(Vorhandensein von ziemlich zihen Hautchen an ihrer Oberflache, 
vgl. oben b), diirften die Folge einer allmahlichen Verschiebung des 
Schwerpunktes von ITT nach IV im Mischtypus sein. 

SchlieBlich ist die oben beschriebene aufhebende Wirkung einer 
irh6hung der Temperatur und von zugesetzten Nichtelektrolyten nicht 
wohl ausschlieBlich auf den dort genannten Faktor (Verringerung der 
Adsorption des ionendispersen Farbstoffes), sondern zum Teil auch auf 
eine Desassoziation des Farbstoffes selbst zuriickzufiihren, denn dieselben 
Einfliisse finden sich bei den Koazervaten des Trypaflavins mit poly- 
valenten Anionen ebenfalls vor (vgl. die folgende Mitteilung). 


3. Die Autokomplexkoazervation: positive Gelatine + Natriumpikrat. 
a) Neue Auslegung dlterer Versuche. 

Gelegentlich einer vor mehreren Jahren von dem einen von uns 
ausgefiihrten Untersuchung? iiber den EinfluB von Phenolen (einschlieB- 
lich der Polyphenole, der kristallinischen Gerbstoffe und des Tannins) 
auf hydrophile Sole wurde auch die Wechselwirkung von Pikrinsdiure 
und Gelatine untersucht. Wir entnehmen der zweiten Mitteilung jener 
Reihe einige Zitate: 

The observed phenomena (Viskositétsinderungen beim Hinzufiigen 
von Pikrinséiure zu einem isoelektrischen Gelatinesol) may be interpreted 
as follows; the picric acid has both a dehydrating and a charging action. 
With the smallest concentrations, the charging predominates, with greater 
concentrations a very powerful dehydration takes place. Then stable 
hydrophobic systems occur, while with still greater concentrations, where 
the charge again decreases and the dehydration always becomes geater, 


! Die im folgenden Abschnitt beschriebene Koazervation liefert aber 
unbedenklich ein solches Beispiel. 

2 H.G. Bungenberg de Jong, Rec. Trav. Chim. 42, 437, 1923; 48, 36, 
1924; 46, 727, 1927; 48, 494, 1929. 
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oth factors of stability come below the critical value, so that precipitation 
vist follow. ...... With gallic acid the acidic and dehydrating functions 
re situated at different places in the molecule. Here, however, both func- 
ons are closely connected with thé same phenolic group. It need not 
urprise us therefore that complicated phenomena are possible: If picric 


wid is still added to a mixture (des isoelektrischen Gelatinesols) with 
im. equivs. picric acid (representing a yellow-green opalescent lyophobic 
system which is still just stable) coagulation occurs. If however, other 
wids are added such as hydrochloric, sulphuric nitric, acetic, oxalic or 
tartaric acids, the opalescence disappears and completely clear yellow 
mixtures are left. 

Since these acids undoubtedly bring about further discharging, coagula- 
tion would be expected. Rehydration takes place therefore. The same 
thing is observed on the addition of a large number of electrolytes, e. g. 
potassium chloride, bromide and sulphate and sodium chloride, which 
were added in the solid form in order to increase the volume as little as 
possible, since from the fig. the addition of distilled water should bring 
about a rapid clearing of the sol. On the other hand sodium picrate has 
an immediate coagulation action, as we had properly expected for all 
electrolytes (The addition of sodium picrate to an isoelectric gelatine solution 
brings about no dehydration). 

With other electrolytes one meets with a transition, e. g. potassium 
thiocyanate in small concentrations brings about a coagulation but larger 
ones on the other hand clarify the sol. It appears therefore that in all 
these cases two processes go on simultaneously; the discharging which is 
obtained with all electrolytes even in small concentrations and the rehy- 
drating influence which is different from electrolyte to electrolyte and is 
rather small, with potassium thiocyanate for example, so that it does not 
predominate over the discharging effect for small concentrations and 
therefore, causes precipitation, while a rehydration sufficient for the 
stability of the sol, is only obtained with higher concentrations.** 

Die damals aufgefundenen Tatsachen versuchten wir also mit dem 
desolvatierenden EinfluB der Phenolgruppe, wie er bei den tibrigen 
Phenolen mehr oder weniger deutlich in Erscheinung tritt, in Einklang 
zu bringen. Sie fuBte auf dem uns zu jener Zeit ausschlieSlich bekannten 
Mechanismus der Ausflockung hydrophiler Sole durch geniigende Herab- 
setzung der kapillarelektrischen Ladung und der Solvatation. Dem- 
entsprechend wurde versucht, die mit einer ganzen Reihe von Elektro- 
lyten auftretende Aufhebung auf lyotrope Einfliisse zuriickzufiihren. 
Heute jedoch, wo wir wissen, daB neben dem obengenannten noch ein 
anderer Mechanismus besteht, der zur Instabilitat lvophiler Sole fiihren 
kann (nimlich die Entstehung eines geniigenden Ladungsgegensatzes, 
durch den eine zur Ausflockung bzw. Koazervation ausreichende De- 
solvatation erzwungen wird), sehen wir klar, daB unser Ausgangspunkt, 
daB die Phenolgruppe! der Pikrinsdiure fiir die Desolvatation ver- 


1 DaB z. B. bei px 3 eine hinreichende Menge nichtdissoziierter 
Phenolgruppen vorhanden ist, erscheint gemaB der Tatsache, daB die 
Pikrinséure eine der starksten Saéuren ist, auch wohl unwahrscheinlich. 
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antwortlich sei, ein Irrtum war. Im Gegenteil werden alle damal 
gefundenen Erscheinungen auf einmal klar, wenn wir die Flockung al 
eine Autokomplexkoazervation der positiven Gelatine mit dem Pikrat 
ion auffassen. Die aufhebende Wirkung aller Elektrolyte (auBer Natrium 
pikrat, das natiirlich zur weiteren Anheftung von Pikrationen fiihri 
und daher nicht aufhebt) beruht dann auf einer Zunahme der Solvatatio: 
eben durch elektrische Ursachen. Diese fiihren eine Abschwachung 
beider nebeneinander vorhandenen kapillarelektrischen Ladungen und 
dadurch eine Abnahme der effektiven Anziehung herbei, so daB schlieB 
lich die Teilchen einander freigeben und die Koazervation auf 
gehoben wird. 

Selbst der Befund, daB Kaliumrhodanid nicht sogleich aufhebt 
sondern zuerst ausflockt, erscheint nicht so unverstandlich und ist aut 
eine Adsorption von Rhodanionen zuriickzufiihren. Einem ahnlichen 
Unterschied zwischen Kaliumchlorid und Kaliumrhodanid werden wir 
im folgenden Abschnitt ebenfalls begegnen und dort weiter erértern. 


b) Aufhebung der Koazervation durch hinzugefiigte Neutralsalze. 


Die Kombination: Gelatine +- Natriumpikrat liefert bei pa = 4 
ziemlich wasserarme Koazervate (Abb. 6), doch gelingt es nach kurzer 





Abb. 6. 
Koazervation des positiven Gelatinesols (3 Vol. 2°/, Sol yon Pu = 4) mit Natriampikratlisung 
(2 Vol. 40 Milliaqu.) auf reiner Glasoberfliche photographiert. Die Triépfehen sind bei der 
Abkiihlung schwach vakuolisiert. Temperatur 42°. VergréSerung 105 fach linear. 


Wartezeit bei 42°, geniigend groBe fliissige Tropfen zu erhalten, die fiir 
eine Untersuchung im Gleichstromfeld auf das Vorhandensein der 
Desintegrationserscheinungen ziemlich geeignet sind. Letztere wurden 
tatsichlich wahrgenommen. Wir beschrankten uns weiter auf die Unter- 
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uchung, ob bei der Aufhebung durch Neutralsalze die normalen Valenz- 
eihen auftreten. Ein anderer MiBstand, der iberhaupt dem Arbeiten 
mit Gelatine im Wege steht, ist die Neigung zum Gelatinieren unterhalb 
twa 37°, wahrend die Messung der Lichtadsorption mit der uns 
cur Verfiigung stehenden Apparatur nur bei Zimmertemperatur er- 
folgen konnte. Man kénnte versuchen, die Versuchsreihen im Thermo- 


staten von 42° anzusetzen und die Mischungen rasch (wahrend sie noch 








heiB sind) zu messen, aber dem steht die groBe Temperaturabhangigkeit 
der Koazervation von hydrophilem Sol + Farbstoff im Wege, durch 
die sich beim Abkiihlen rasch der Anfang des Koazervationstrajektes 
nach den kleinen Farbstoffkonzentrationen hin verschiebt. 

Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wahlten wir daher die 
Messung der Lichtabsorption bei Zimmertemperatur auf die Gefahr 
hin, daB méglicherweise durch Gelatinierung Verwicklungen auftreten', 
Zu den 18 ccm Natriumpikratlésungen verschiedener Konzentration 
(von Zimmertemperatur) wurden 2 ccm saures Gelatinesol von 1°, 
zugesetzt (das im Thermostaten von 42° im Vorrat gehalten wurde), 
rasch vermischt und nach 1, Stunde gemessen (Tabelle V). Das pu 
der Nullversuche betrug 4,0. 


Tabelle V. 





Koazervation von positiver Gelatine mit Natriumpikrat bei pa = 4,0. 
Natriumpikrat- Lichtabsorption Natriumpikrat- Lichtabsorption 

endkonzentration in J, _ endkonzentration in 0 
in Millidquivalenten in Millidquivalenten 

2 3 14 95 

4 q 16 95 

6 13 20 96 

8 95 28 96 

10 95 36 97 

12 95 





Zwischen 6 und 8 Milliaquivalenten Natriumpikrat steigt die Licht- 
absorption rasch an und bleibt von da ab bis zur héchsten gemessenen 
Konzentration (36 Milliaiquivalenten) etwa maximal (vgl. Abb. 7, A). 

Es wurden nun weitere Reihen angesetzt, bei denen die Natrium- 
pikratkonzentration konstant (gleich 8 Millidquivalenten) gehalten 
wurde, um den EinfluB zugesetzter Neutralsalze zu verfolgen. Tabelle VI 
enthalt die Versuchsergebnisse, aus denen zu entnehmen ist, dab die 
Neutralsalze wieder aufhebend wirken, und dal dabei ebenfalls die 
Valenzreihen auftreten (vgl. Abb. 7, B und C). 

' Doch lieferte dieses Verfahren bei der Kombination Ichthyocoll 
-+- Kaliumferricyanid (diese Zeitschr. 235, 185, 1931) Ergebnisse, die voéllig 
mit den Erwartungen tibereinstimmten. 
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Doch ist die Biindelung fiir die lonen K’ —- Ba” — La’ wenigs 
ausgesprochen als fiir die Kombination: Gummi arabicum + Trypa 
flavin und durchschneidet die Kurve von methantrisulfosaurem Kaliun 
alsbald die von Kaliumsulfat und Kaliumchlorid, so daB die norma). 
Reihenfolge nur unterhalb etwa 5 Millidquivalenten vorhanden ist 
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Abb. 7. 
Autokomplexkoazervation des positiven Gelatinesols mit Natriumpikrat bei py = 4 (A) und 
Aufhebung derselben mit Neutralsalzen (B und C). Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 5. 
In den beiden Valenzr‘ihen ist die Reihynfolge der Einzelsalze die normale bis auf das 
: Raliummethantrisulfonat (Erklarung im Text). 





Dieser abweichende Verlauf, dem wir friiher ebenfalls bei der Aufhebung 
der Autokomplexkoazervation von positivem Ichthyocoll + Kalium- 
ferricvanid begegnet sind, findet, wie dort ausfiihrlicher auseinander- 
gesetzt wurde, seine Erklirung darin, daB das dreiwertige Methan- 
trisulfonation schon in merklichem Mae an das Gelatineteilchen an- 
gelagert wird. 
: Tabelle VI. 
Aufhebung der Autokomplexkoazervation von positiver Gelatine (pH = 4,0) 
Natriumpikrat (scheinbare Endkonzentration = 8 Milliaquivalente) durch 
zugefiigte Neutralsalze. 








teat, oe Kone, | abortion in 
in Millidquival, '% Aauival. : : : , 

im Liter im Liter KCl Ba Cl, La(N Os), KyS0,4 CH(S03K)s 

2 0,30- 3 93 94 94 92 90 

3 0,48-* 93 94 93 92 88 

4 0,60-3 92 94 93 88 86 

6 0,78" 3 91 91 75 80 

10 0,00-2 86 86 83 52 70 

15 018-2 69 60 52 17 63 

20 0.302 43 30 24 6 60 

30 0,48~2 18 16 11 2 47 

35 0,54-2 13 16 6 2 39 

59 0,70-3 10 10 4 2 _— 
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Komplexkoazervation. 


Wahrend man sich das Natriumpikrat wohl schwierig als Kolloid- 
ko nponente denken kann, wird die Entscheidung, die uns im voran- 
g ienden Abschnitt erhebliche Schwierigkeiten machte, uns hier sehr 


( 


er eichtert: Diese Koazervation ist wohl unbedenklich bei der Auto- 
komplexkoazervation einzureihen. 

Bei den friiher beschriebenen Autokomplexkoazervationen in rein 
wasserigem Milieu handelte es sich immer um polyvalente Lonen, bei 
dem hier behandelten Falle ist das autokomplexbildende lon wohl un- 
bedenklich einwertig. Hier liegt also der erste von uns erkannte Fall im 
rein wasserigen Milieu vor, bei dem der erforderliche Ladungsgegensatz 
durch Adsorption einwertiger entgegengesetzt geladener Ionen zwischen 
den ionogenen Stellen der Teilchenoberfliche zustande kommt (ein in 
der VIL. Mitteilung, Abschnitt 8, theoretisch besprochener Fall). 

4. Die Koazervation: positive Gelatine + Tropiolin 0, 

Wihrend die Kombination von positiver Gelatine + Natriumpikrat 
gemaiB dem Auftreten der Valenzreihen bei der Aufhebung durch 
Neutralsalze sich unbedenklich bei der Komplexkoazervation im er- 
weiterten Sinne (und zwar bei der Autokomplexkoazervation) einreihen 
laBt, ist das bei der Kombination von positiver Gelatine +- Tropaolin 0 
(Praparat von Griibler) (vgl. Abb. 8) nicht der Fall. Es wurde hier auf 
dieselbe Weise! wie im vorangehenden Abschnitt dér EinfluB zugesetzter 
Neutralsalze bei py = 3 untersucht. 
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Abb. 8. 
Koazervation des positiven Gelatinesols (1 Vol. 2% 9 Sol von py = 3) jmit Tropdolinlésung 


(10 Vol. 0,17°9 Lésung) auf einem praparierten Objekttriger photographiert. Temperatur 42°. 
Vergriferung 450 fach linear. 


1 Leider ist die genaue Zusammensetzung der Gemische, besonders 
die Farbstoffkonzentration, verloren gegangen. pH etwa 3.  Gelatine- 


ro 


endkonzentration 0,05 
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Die Versuchsergebnisse (Abb. 9) zeigen. daB allen untersucht ») 
Neutralsalzen eine aufhebende Wirkung zukommt, wie es fiir ei 
Komplexkoazervation iiblich ist. Die Valenzreihen sind aber anorm 
Kinerseits fallen die Kurven fiir Kaliumchlorid, Caleiumchlorid wn: 


Lanthannitrat nahezu zusammen, andererseits tritt die Valenzreii,. 


der Anionen umgekehrt auf.  Vielleicht findet die Umkehrung dr 


Anionenreihenfolge ihre Ursache darin, daB die polyvalenten Anioney 
hier bereits merklich (und zwar um so stirker, je héher sie geladey 
sind) an das positive Gelatineteilchen angelagert werden. 
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Abb. 9. 

Einflub zugefiigter Neutralsalze auf die Koazervation des positiven Gelatinesols mit Tropiolin ( 
(Pu 3,0). Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 5. Alle Neutralsalze haben die Tendenz, 


die Koazervation aufzuheben. Die Reihenfolge der Neutralsalze in jeder Valenzreihe ist aber 

anormal. In B fallen die Kurven fiir Kaliumchlorid, Caleiumehlorid und Lanthannitrat nah: 

zusammen, Wiahrend die Kaliumrhodanidkurve eine sehr abweichende Lage einnimmt. In ‘ 
ist die Reihenfolge der Neutralsalze umgekehrt, 


Auch kénnte viclleicht die Gelatinierung ein st6render Faktor sein. 
Doch ist das aus zwei Griinden unwahrscheinlich : 

1. In den beiden anderen untersuchten Systemen  (Ichthyoco! 

Kaliumferricyanid' und Gelatine + Natriumpikrat (vgl. den vorhe 
gehenden Abschnitt), in denen ebenfalls Stérungen durch Gelatinierun 
auftreten kénnten, waren jedoch die normalen Verhaltnisse vorhanden 

2. Den auffallendsten Verlauf zeigt noch die Kurve des Kalium- 
rhodanids, eines Salzes, dessen gelatinierungsverz6gernde bzw. -verhindernde 
Wirkung sehr bekannt ist. Es hebt bedeutend weniger auf als KCI. 

Es gehért zu demselben Typus wie Kaliumchlorid (1 bis 1) und miiBte, 
falls es sich bei der Aufhebung nur um kapillarelektrische Erscheinungen 
handelte, etwa denselben Einflu8 wie Kaliumchlorid ausiiben. Es ist also 
im Gegenteil ein starker spezifischer Einflu8 des Rhodanions vorhanden. 


' Vel. VII. Mitteilung, diese Zeitschr. 235, 185, 1931. 
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is stiitzt unsere Vermutung, daB die anomalen Valenzreihen mit merk- 
hen Anlagerungen von Anionen zusammenhangen, wodurch die auf- 
hebende Wirkung abgeschwicht werden muB&. 

CGrerade bei diesen Anlagerungen spielen spezifische Unterschiede 
zwischen Tonen von derselben Valenz eine groBe Rolle [z. B. CH(SO,)." 
und Fe(CN)"*. Der groBe Unterschied zwischen Kaliumrhodanid und 
Kaliumechlorid stande dann mit der bekannten Tatsache im Einklang, 
daB mehrere positive EiweiBsole unter gewissen Bedingungen leichter mit 
Kaliumrhodanid als mit Kaliumchlorid ausflocken. Auch bei der Auto- 
komplexkoazervation von positiver Gelatine — Natriumpikrat begegneten 
wir in Abschnitt 3 (Zitat) einem auffallenden Unterschied zwischen Chlor- 
und Rhodanionen bei der Aufhebung durch Neutralsalze. Doch bleibt es 
bei Vermutungen, und es 1laBt sich nicht sicher sagen, ob die Anionen- 
adsorptionen eine hinreichende Erklarung der Anomalien der Abb. 9 liefern. 

Die Untersuchung der gut fliissigen Koazervattropfen im elektri- 
schen Gleichstromfeld laBt in der Warme zweifelsfrei typische Des- 
integrationserscheinungen erkennen. Hieraus und aus der Aufhebungs- 
tendenz der Neutralsalze (wenn auch ihre Reihenfolge anormal ist) 
liBt sich schlieBen, daB fiir den Mechanismus dieser Koazervation 
Ladungsgegensiitze eine wichtige Rolle spiclen und dieselbe also gewib 
Momente der Komplexkoazervation (im erweiterten Sinne) enthalt. 


Zusammenfassung. 

1. Es werden Beispiele von den Koazervationen: negatives hydro- 
philes Sol + basischer Farbstoff bzw. positives hydrophiles Sol + saurer 
Farbstoff gegeben. 

2. Die Kombination: Gummi arabicum + Trypaflavin (erstere 
Gruppe von 1.) ist unter die Komplexkoazervation (im erweiterten Sinne) 
einzureihen, gemaB den Umladungserscheinungen, den Desintegrations- 
erscheinungen im elektrischen Gleichstromfelde, der Aufhebung durch 
Neutralsalze und den bei letzterer auftretenden normalen Valenzreihen. 

3. Eine weitere Unterscheidung in Komplexkoazervation im engeren 
Sinne (== Typus IIT) oder Autokomplexkoazervation (= Typus IV) 
ist wahrscheinlich wegen der halbkolloiden Natur der wasserigen Trypa- 
flavinl6sungen wohl nicht eindeutig méglich. Vielmehr ist dieselbe als 
Mischtypus III—-IV aufzufassen, bei dem unter besonderen Umstanden 
der Schwerpunkt auf III fallen kann (wie bei der Titration von ver- 
diinntem Gummi arabicum-sol mit verdiinnter Trypaflavinlésung bis 
zur ersten Triibung). 

4. Die Kombination: positive Gelatine — Natriumpikrat (letztere 
Gruppe von 1.) ist entsprechend den Desintegrationserscheinungen im 
elektrischen Gleichstromfeld und der Aufhebung durch Neutralsalze 
und den bei letzterer auftretenden Valenzreihen ebenfalls unter die 


* Vel. VIL. Mitteilung, diese Zeitschr. 235, 185. 1931. 
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Komplexkoazervation (im erweiterten Sinne) einzureihen. Eine weite; 
Differenzierung bietet hier keine Schwierigkeiten. Dieselbe ist 
Autokomplexkoazervation (Typus IV) aufzufassen. 


a 
i 


5. Da es sich um ein einwertiges entgegengesetzt geladenes Lo 
handelt, muB der zur Koazervation erforderliche Ladungsgegensat, 
dadurch zustande kommen, daB die Pikrationen zwischen den positives 
ionogenen Stellen der Teilchenoberflache adsorbiert werden. 


6. Bei der Kombination: positive Gelatine Tropaolin 0 (letzt 


Gruppe von 1.) liegen verwickeltere Verhaltnisse vor. Zwar weisen dic 


Aufhebungstendenz zugesetzter Neutralsalze und die Desintegrations 
erscheinungen im Gleichstromteld auf die wesentliche Mitbeteiligung 
von Ladungsgegensitzen im Mechanismus dieser Koazervation hin 
es treten aber Verwickelungen auf, die bei der Aufhebung durch Neutra! 
salze zu einem anomalen Verhalten der Valenzreihen fiihren. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


NIL. Mitteilung: 


Autokomplexkoazervation yon Trypaflavin, 


Von 
H. &. Bungenberg de Jong und F. A. Menalda. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 5. Juli 1952.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

In der vorhergehenden Mitteilung' wurde unter anderem die 
Komplexkoazervation von Gummi arabicum — Trypaflavin beschrieben 
Es zeigte sich, daB das Trypaflavin in hinreichend verdiinnter Lésung 
sich Gummi arabicum gegeniiber so verhalt, als wenn es ionendispers 
vorhanden ware und damit ein Autokomplexkoazervat bildet. Wir 
hatten aber Bedenken, letzteres unter den reinen Koazervationstypus LV * 
einzureihen, da uns Erscheinungen bekannt waren, bei denen etwas 
konzentriertere, ja selbst gleichkonzentrierte Trypaflavinlésungen sich 
so verhalten, als ob der Farbstoff darin (wenigstens zum Teil) als hydro- 
philes Kolloid vorhanden sei. Diese Erscheinungen sollen nun in der 
vorliegenden Mitteilung beschrieben werden. 


2. Die Abscheidung des Trypaflavins in fliissiger Form durch gewisse Neutral- 
salze und die Autokomplexnatur dieser Abscheidungen, 

Verschiedene Neutralsalze besitzen die Fahigkeit, das Trypaflavin 

aus nicht zu verdiinnter wasseriger Lésung in Form fliissiger Tropfen 

abzuscheiden. Das gelingt z. B. mit Natriumchlorid und Kalium- 

chlorid (in sehr hoher Konzentration), wobei sich vielfach daneben 

auch Kristalle bilden. Mit anderen Salzen (Natriumnitrat, Kalium- 


' Diese Zeitschr. 254, 15, 1932. 
* Fiir die Einteilung der Koazervation in vier Typen vgl. ebenda 24s, 
115, 1932. 


3* 
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jodid) erhielten wir aber iiberwiegend nur Kristallchen. Die fliissig 
Abscheidung gelingt auch mit Ammoniumsulfat und Natriumthi 
sulfat. Besonders interessant ist aber die schon in kleineren Konze: 
trationen erfolgende fliissige Abscheidung, die einige Mineralsalze de 
Typus 1—3 und 1—4, namlich Natriumeitrat, Kaliumferrocyanid 
und Natriumpyrophosphat (vgl. Abb. 1) hervorrufen. In ihren Eigen 
schaften schlieBt sich weiter die flockige Abscheidung mit methan 
trisulfosaurem Kalium (ebenfalls des Typus 1—3) an. Die mit diesen 
Salzen erfolgende fliissige Abscheidung bzw. Flockung kann namlich 
verhindert, bzw. falls sie schon vorliegt, wieder in Lésung gebracht. 
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Abb. 1. 
Autokomplexkoazervat: Trypaflavin + Natriumpyrophosphat. Durch Vermischen von 1 Volumen 
0,5° oiger Farbstofflisung mit 1 Volumen 0,05 n Natriumpyrophosphatlisung bei Zimmer- 
temperatur erhalten. Aufgenommen auf einem priparierten! Objekttriger, da sonst die 
Tsopfen durch Benetzung der Glasoberfliiche bald auf derselben ausflieBen. Die unscharfen 
Rander der Trépfehen wurden durch eine stérende Wechselwirkung des Trypaflayins mit der 
Amylumschicht verursacht. Vergriéferung 350 & lin. 


werden durch Zusatz einer kleinen Neutralsalzmenge. Die gleichen 
Eigenschaften besitzen aber auch die Komplexkoazervate (im  er- 
weiterten Sinne), und es fragt sich, ob vielleicht das Trypaflavin sich 
hier so verhalt, als ob es (wenigstens zum Teil) als hydrophiles Kolloid 
im Wasser vorhanden sei, und dann die fliissigen bzw. flockigen Ab- 
scheidungen als wasserreiche bzw. wasserarme Autokomplexkoazervate 
aufzufassen seien. 


Die weiterhin untersuchten Kombinationen mit Natriumpyro- 
phosphat und methantrisulfosaurem Kalium weisen darauf hin, daBb 


' Vgl. Mitteilung VII, diese Zeitschr. 285, 185, 1931, Abschnitt 2 
und Mitteilung XIT, ebenda 254, 15, 1932, Abschnitt 1, S.16. 
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ssig tzteres in der Tat der Fall ist. Nur bei der ersteren Kombination 
thi ang es, geniigend fliissige und geniigend grobe Tropfen zu erhalten, 
ze! ie sich fiir eine Untersuchung im elektrischen Felde eignen. Da die- 
de Jben sehr dazu neigen, die Glasoberfliche bei Bertihrung zu benetzen 
anid ind damit ihre scharfen Umrisse sofort zu verlieren, benutzten wir 
igen Objekttrager, die vorher mit einer diinnen,  heiB eingetrockneten 
han Schicht von Amylum solubile iiberzogen waren. Auf dieser Unterlage 
esen ‘lieBen die Tropfen nicht sobald aus. Im elektrischen Gleichstromfelde 
lich zeigten die Tropfen (die durch Vermischen gleicher Raumteile 0,5 °,iger 
acht, Trypaflavinlésung und 50 Milliaquivalenten Natriumpyrophosphat er- 

halten wurden) die fiir Komplexkoazervate (in erweitertem Sinne) 
typischen Desintegrationserscheinungen. 

In den beiden folgenden Abschnitten werden wir weiteren Ver- 
haltnissen begegnen, die ebenfalls die Vermutung, daB es sich um eine 
Autokomplexkoazervation des positiven Trypaflavins mit polyvalenten 
Anionen handelt, stiitzen. 

3. Die Autokomplexkoazervation: positives Trypaflavin + Natriumpyro- 
phosphat. 

Es wurde eine Mischungsreihe von folgender Zusammensetzung an- 
gesetzt: I8cem Natriumpyrophosphatlésung von verschiedener Kon- 
zentration + 2cem 0,5°,ige Trypaflavinlésung und 15 Minuten nach 
erfolgter Mischung die Lichtabsorption in einer Kiivette von 10 mm nach 
Vorschaltung einer mit gesattigter Alaunlésung gefiillten Kiivette von 
20 mm gegen den Nullversuch (2 cem Trypaflavinlésung +- 18 cem Wasser) 
mit dem Extinktometer nach Moll gemessen. Vgl. Tabelle | und Abb. 2A. 
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Autokomplexkoazervation von Trypaflavin mit Natriampyrophosphat (A) und Aufhebung 
derselben durch Neutralsalze (B) und (C). 
TO- Ordinaten: Lichtabsorption in Prozent. 
laB Abszissen: In A Logarithmen der (scheinbaren) Endkonzentration des Natriumpyro- 
phosphats (in Aquivalenten fiir 1 Liter). 
In B und C Logarithmen der Neutralsalzendkonzentrationen (in Aquivalenten fiir 1 Liter) 
bt 2 Die in B und © gewihlte konstant gehaltene Natriumpyrophosphatkonzentration ist 
durch einen Pfeil gekennzeichnet. 
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Koazervationstrajekt und Umladung des Trypaflavins mit Natriumpy: 


phosphat. 





Natriumpyrophosphat- 
endkonzentration 


log ¢ 
an Pyrophosphat 


absorption 


Ladungszeichen und kat: 
phoretische Geschwindigk« 
der Tropfen 


Licht- 


in Aquivalenten fiir 1 Liter in "9 (in willkiirlichem Mafstat 
5 .10°5 0,70 0.5 
7,5 .1075 0,88 ® 1 
1,25.10 4 0.10 4 1+ 
2 .10°4 0,30°4 1.5 
3 .10°4 0,48> 4 3 
5 .w* 0,704 Bias 
75 .10* O88 4 12+ 
1,25 .10-3 010° * 22 +72 
2 .10°° 030° % 35 + 6 
8 .10°5 0,48°° 46 — - 20 
5 .10°3 0,70°% 68 - 55 
7,5 .10°3 0,88 * 72 -- 
1,25.10 ? 0.10 2 68,5 
2 10 ? 0,30 2 60 
8 .10°3 0.48 ? 48 — 
5 10 2 0,70 2 31,5 
7,5 .107-? 0,.88>1 26.5 
1.25.10! 0,10 20 
2 .1¢° 0,30 11 
38 .10° 0,48 8 








Aus diesyr Reihe ist zu ersehen, da ein Koazervationstrajekt 
vorhanden ist, und daB die abgeschiedenen Trépfchen zuerst an ihrer 
Oberfliche cine positive kapillarelektrische Ladung tragen, und dab 
bei Erhéhung der Pyrophosphatkonzentration Umladung_ erfolgt 
Durch Interpolation der Werte von Spalte 4 findet man fiir die Lage 
des Umladungspunktes (Logarithmus C = 0,35 — 3), eine scheinbare 
Pyrophosphatkonzentration von 2,25 Milliaquivalenten, d. h. eine Zahl. 
die nur wenig gréBer ist als die Konzentration des Trypaflavins, auf- 
gefaBt als vdéllig dissoziierter ionendisperser Farbstoff (Molekular- 
gewicht des Trypaflavins = 259; Endkonzentration des Trypaflavins 
in den Gemischen 0.05°%, oder 0,50 g fiir 1 Liter, also 1,93 Milli- 
aquivalente). 

Es ist somit wahrscheinlich, daB einerseits die Farbstoffionen in 
der Weise zu Kolloidteilchen assoziiert sind, da nahezu alle ihre 
ionogenen Stellen frei an der Oberfliche liegen, und dal andererseits 
die aquivalente Anlagerung der Pyrophosphationen relativ eine nur 
kleine Gleichgewichtskonzentration derselben erfordert (etwa 2.25 -— 1,93 

0,3 Millidquivalente). 

Bis soweit lassen sich die Versuchsergebnisse erkliren, als wenn 
es sich hier nur um den reinen Typus der Autokomplexkoazervation 
handelte. 
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Es gibt aber auch einige Punkte, die man im vorliegenden Falle 


> © itrifft, bei der Autokomplexkoazervation aber vermiBt, namlich: 
= 1. Der Umladungspunkt befindet sich auf dem ansteigenden Ast 
at;  Tribungskurve, wahrend er fiir gew6hnlich in der Nahe des 
gk 


Maximums oder im flachen Maximalkurvenabschnitt angetroffen wird. 
wa 2. Die Erscheinung der reinen Autokomplexkoazervation bleibt 
rhalten, einerlei, wie weit man das Sol auch verdiinnt (Beispiele: 
(Gummi arabicum + Hexolnitrat, Lecithin + Hexolnitrat).  Im_ vor- 
liegenden Falle tritt aber doch bald eine Grenze auf, unterhalb der 
starker verdiinnte Trypaflavinlésungen mit Natriumpyrophosphat nicht 
mehr koazervieren. 

Beides scheint uns damit zusammen zu hangen, dab der Asso- 
ziationsgrad der Farbstofflésungen eine variable Gr6éBe ist, die nicht 
nur von ihrer Konzentration (2), sondern auch von den zugefiigten 
Neutralsalzen abhangt. 

Sehr verdiinnte Trypaflavinlésungen miiBten dann nur wenig 
assoziiert sein und so z. B. bewirken, daB die Koazervation: Gummi 
arabicum + Trypaflavin (bei der beim Umladungspunkt die Gleich- 
gewichtskonzentration noch kleiner ist als die Trypaflavinendkonzen- 
tration in obiger Versuchsreihe, namlich etwa 0,02 statt 0.05°,) von 
einer reinen Autokomplexkoazervation sich nicht deutlich unterscheidet. 

Bei konzentrierteren Trypaflavinlésungen diirfte die Assoziation zu 


kt positiv geladenen Kolloidteilchen ausgepragter sein, so daB sie selbst 
rer mit geeigneten polyvalenten Anionen Autokomplexkoazervation er- 
aB leiden kénnen, wozu die ionendispersen oder nur wenig assoziierten 
xt. Farbstoffionen nicht befahigt sind. 

ge 

re 4, Die Aufhebung der Autokomplexkoazervation von positivem Trypaflavin 
il, + Natriumpyrophosphat durch hinzugefiigte Neutralsalze. 

if- 


Sollte es sich in der Tat um Autokomplexkoazervation handeln, 


ih so miBten bei ihrer Aufhebung durch hinzugefiigte Neutralsalze die 
~ beiden Valenzreihen auftreten. 
i- Wir sind nun in der Wahl der dazu brauchbaren Neutralsalze sehr 
| beschrankt. Fiir die Valenzreihe der Anionen verfiigen wir nur iiber 
in die Salztvpen 1—1 und 1]—2 (Natriumchlorid und Natriumsulfat), 
‘ waihrend 1—3 und 1—4 ausfallen (Natriumcitrat, Kaliummethan- 
s trisulfonat, Kaliumferrocyanid, Natriumammoniumkobaltcyanid und 
4 Ammoniumkobaltrhodanid), da dieselben Trypaflavin koazervieren bzw, 
3 ausflocken, wobei das abgeschiedene Produkt entweder die Natur eines 
Autokomplexkoazervats oder eine andere Natur besitzt. Nicht nur die 
. Valenzreihe der Anionen, sondern auch die der Kationen ist nur avf 2 
n 


beschrankt: 1—1 und 6—1 (Natriumchlorid und Hexolnitrat), weil 
2—1 und 3—1 wegen ungeniigender Léslichkeit der Pyrophosphate 
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ausfallen (es sind z. B. unbrauchbar Calciumchlorid und Luteokoba! 
chlorid). Diejenigen des Typus 4—1l und 5—1 standen uns _ nic! 
zur Verfiigung. 

Wir stellten Mischungsreihen von folgender Zusammensetzung he: 
l6cem Neutralsalzlosung von variierter Konzentration + 2 cc; 
Natriumpyrophosphat von 50 Milliéquivalenten + 2cem 0,5 °%Liger 
Trypaflavinlésung und maBen 15 Minuten nach Zusatz des Trypaflavins 
die Lichtabsorption. Vgl. Tabelle II. 

Wie aus Abb. 2 Bund IC ersichtlich, ist die Reihenfolge der Kurven in 
den hier nur aus zwei Gliedern zusammengesetzten Valenzreihen norma! 

Da das Natriumchlorid in sehr hohen Konzentrationen an sich 
schon zur Abscheidung fliissiger Tropfen fiihrt, ist das schlieBlich: 
Ansteigen der Natriumchloridkurve in Abb. 1 verstandlich. 


Tabelle II. 


Kinflu®B zugefiigter Neutralsalze auf die Autokomplexkoazervation von 





Trypaflavin + Natriumpyrophosphat. Lichtabsorption des Nullversuchs 
68°... 
, 
Neutralsalz- . 
: —_— iailiiahialeatiinie log Neutralsalz- Lichtabsorption 
Neutralsalz endkonzentration foes, Renntectrnnee~ vl ie Fe 


in Aquivalenten fiir 1 Liter 





Natriumehlorid 4 .104 0,60 4 68 
8 .104 0.90 4 63 
1.8.10 0,26 8 58 
4 .10 0.60-% 47,5 
8 -10°3 0,90° 3 37,5 
1,8.10-2 0,262 24 
4 .10°? 0.60 2 7 
8 .1¢0°3 0.90 2 4 
18.10-! 0,.26-1 4 
4 .10'! 0,603 6.5 
8 .10°' 0.90? 29 
1,8 0,26 81 
Natriumsulfat 2 .10°4 0,30 4 60 
4 .104 0,60 4 56 
9 .10°4 0.964 50 
2 .10-3 0,303 40 
4 .10-3 0.60 3 36 
9 .10 4 0.96 24 
2. sae 0,302 7 
4 .10-2 0.602 3,5 
9 .10 7 0.962 3.5 
2 .10-! 0.30 ! 3 
4 .10°1 0,60! 3,5 
9 .10°! 0,96-! 5 
Hexolnitrat 1 .10-4 0,00 4 67 
. wae 0.30-4 68 
45.10 4 065 4 69 
1 .10°3 0,00 3 52 
2 .10 0,30 4 31 
4.5.10 °° 0,65 4 
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5. Die Kombination: Trypaflavin — Kalium-Methantrisulfonat. 


In dieser Kombination entstehen keine Tropfen, sondern nur 
locken. Die Flockenbildung ist ausgeprigt um den Umladungspunkt 
erum, dies ist wahrscheinlich die Ursache, das ein Teil der Aus- 
lockungskurve sehr unregelmabig verlauft. Doch gewinnt man den 
Hindruck, da der Umladungspunkt ebenso wie bei der Kombination 
(rypaflavin +- Natriumpyrophosphat auf dem ansteigenden Ast liegt. 
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Abb. 3. 


Flockung von Trypaflavin mit Kaliummethantrisulfonat (A) und Aufhebung derselben durch 
Neutralsalze (B) und (C). 

Ordinaten: Lichtebsorption in Prozent. 

Abszissen: In A Logarithmen der (scheinbaren) Endkonzentration des Kaliummethan- 
trisulfonats (in Aquivalenten fiir 1 Liter). 

In B und © Logarithmen der Neutralsalzendkonzentrationen (in Aquivalenten fiir 1 Liter). 

Die in B und C gewihlte konstant gehaltene Kaliummethantrisulfonatkonzentration ist 
durch einen Pfeil gekennzeichnet. 


Tabelle I11. 


Flockung von Trypaflavin mit Kalium-Methantrisulfonat und Umladung 


der Flocken. 





Kaliummethantrisulfonat- log C von Licht- Ladungszeichen und kata- 
; endkonzentration Mothantrisulfonat absorption phoretische Geschw indigkeit 
in Aquivalenten fiir 1 Liter in %%, (in willkiirlichem Mafistabe) 
0 — A 0 

$ .w* 0,30 4 25 

3,75.10°4 0,57-¢ 47 

5. aw 0,70 4 61 

ip .10-* 0,88 4 77,5 + 157 

1 i 0,00 73 a 

1,25 .10-* 010 % 76 + 130 

ae 0,30 71 + 55 

3 ie 0,45 74,5 + 38 

> ~-— 0,70 71 13 

‘e .— 0,88 ° 73 46 

1,25. 10-3 0,10? 84.5 59 

2 .10°? 0,30 * 94.5 76 

s .w 048°? 96 — 112 
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Die Versuchsergebnisse einer Mischungsreihe von 18 cem Kaliun 
methantrisulfonat von variierter Konzentration + 2 cem 0.25 °,ig: 
Trypaflaviniésung (Messung 15 Minuten nach der Mischung) sind 
Tabelle IIT zusammengestellt. (Vgl. Abb. 3.4.) 

Durch Interpolation findet man fiir die Lage des Umladung:. 
punktes (log C = 0,68 — 3) eine scheinbare Kaliummethantrisulfonat 
konzentration von 4,8 Millidaquivalenten. Die Endkonzentration des 


4,8-——0,97 


Lichtabsorption der Nullversuche 


Trypaflavins (0,025°), aufgefaBt als véllig dissoziierter ionendisperser 
Farbstoff, betraigt in dieser Versuchsreihe 0,97 Milliaquivalente. Dic 
Gleichgewichtskonzentration 
des dreiwertigen autokomplexbildenden Jons beim Umladungspunkt 


== 3,8 Millidquivalente 


Einflu8 zugefiigter Neutralsalze auf die Flockung von Trypaflavin 
- Kalium-Methantrisulfonat. 





Endkonzentration 
an Neutralsalz 


log Neutralsalz- 


Lichtabsorption 


in Aquivalenten fiir 1 Liter endkonzentration se 
Natriumehlorid 2 .i¢ 030° ° 79 
4 .10°3 0,60- * 60 
So .w: 0,90 ° 13 
12.10" 0,08- 2 5 
2 .10-2 0.30 2 1.5 
Calciumehlorid : .3e-" 0,00-* 72 
\ 2 10-3 0,30" 4 
3 .10°5 048 ° 6 
5 .1073 0,.70-% 3 
7.9.10 ° O.88>° 1,5 
i .i* 0.004 82 
1.5.10-4 0.184 81 — 
25.104 040-4 72,5 
4 .10~4 0.6074 18 
> .1* 0,704 5,5 
7.5.10-4 0.88 4 3.5 
1 .10-3 0.00 * 1.5 
15.1073 O18 ° 1 
2 .10°% 0,30-: 1.5 
§ .10°° 0,48-° 1.5 
1 .10°3 0,00-" 80 
2 .10-8 0,30-5 77 
4+ .10°° 0,60 °° 48 
6 .i¢v> 0,78 21 
, .i¢3 0.00-* 5 





Tabelle LIL fanden wir fiir diese Methantrisulfonatkonzentration 


aber einen etwas anderen Wert (77.5). Die beiden Versuchsreihen wurden 


an verschiedenen Tagen ausgefiihrt, und der Unterschied kann vielleicht 
auf einer etwas anderen Zimmertemperatur beruhen. 
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Komplexkoazervation. 


t hier also viel betrachtlicher als beim vierwertigen Pyvrophosphation 
vo sie nur etwa 0,3 Milliaquivalente betrug), was, abgesehen von den 
vezifischen Unterschieden der Ionen (die immer bei der Autokomplex- 
oazervation stark mitspielen) im allgemeinen wohl zu erwarten ist. 

Weiterhin untersuchten wir den EinfluB zugefiigter Neutralsalze, 
vobei die Valenzreihe der Anionen selbstverstandlich beschrankt ist, 
uf Salze des Typus 1—1 und 1—2 (Natriumchlorid, Natrium- 
ulfat). Da die Calcium- und Hexol-Methantrisulfonate hinreichend 
\oslich sind (nicht aber die Luteokobalt- bzw. Lanthansalze) und Salze 
des Typus 4—1 und 5—1 uns nicht zur Verfiigung standen, ist die 
Valenzreihe der Kationen beschrinkt auf drei Glieder: 1—1, 2—1 
und 6—1 (Natriumchlorid, Calciumchlorid, Hexolnitrat). Es wurden 
Reihen von folgender Zusammensetzung angesetzt: 15 ccm Neutralsalz- 
lésung von verschiedener Konzentration + 3 ccm methantrisulfosaures 
Kalium von 5 Milliaquivalenten + 2 ccm 0,25°%,ige Trypaflavinlésung 
und die Mischungen 15 Minuten nach Hinzufiigung der Trypaflavin- 
losung gemessen. Vgl. Tabelle IV. 

Aus Abb. 3B und 3C ist zu ersehen, das die Reihenfolge der 
Neutralsalze in den beiden Valenzreihen normal ist. Sie gibt uns einen 
Hinweis auf die Autokomplexnatur der Flockung. Da es nicht gelingt, 
die Flockung in Form gut fliissiger Tropfen zu erhalten, fallt hier die 
Méglichkeit, unsere Vermutung durch die Feststellung der Desinte- 
grationserscheinungen im elektrischen Gleichstromfelde zu kon- 
trollieren, fort!. 


6. Einfliisse von Temperatur und Nichtelektrolyten. 


Eine Aufhebung der Autokomplexkoazervation bzw. Flockung 
wird nicht nur durch Neutralsalze, sondern auch durch Temperatur- 
erhéhung oder durch Zusatz einer geniigenden Menge von geeigneten 
Nichtelektrolyten herbeigefiihrt. 

So werden die koazervierten Systeme des Trypaflavins mit Kalium- 
ferrocyanid, Natriumpyrophosphat, Kalium-Methantrisulfonat bzw. 
Natriumcitrat bei geniigendem Erwarmen klar oder zeigen jedenfalls 
die Neigung zum Klarwerden. 


1 Eben dadurch bleibt eine gewisse Unsicherheit bestehen. da‘ sich 
Trypaflavinlé6sungen auch so verhalten kénnen, als wenn sie nur ein ionen- 
disperses System waren. So ist es denkbar, daS die Flockung mit Kalium- 
Methantrisulfonat aus ultramikroskopischen Kristallchen besteht. Nach 
der elektrostatischen Theorie der Léslichkeitsbeeinflussung ware aber 
das <Auftreten von Valenzreihen bei der LéslichkeitserhOhung schwer- 
loslicher Kristallchen durch hinzugefiigte Neutralsalze ebenfalls mdglich. 
So sind z. B. die Kristéllehen, die sich beim Vermischen von 0,005 n 
Lésungen von Luteokobaltchlorid und Kaliummethantrisulfonat ausbilden, 
ebenfalls bei Hinzufiigung von festem Natriumehlorid Jéslich. 
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Beim darauffolgenden Abkiihlen erfolgt von neuem Koazervatic 
(Bildung fliissiger Tropfen), ausgenommen bei der Kombination m 
Kalium-Methantrisulfonat, wo sich Kristallchen abscheiden?. 

Nach Hinzufiigung einer hinreichenden Menge Harnstoff, Uretha: 
Chloralhydrat, Acetamid, Resorcin, Pyrogallol bzw. Glucose bei Zimme: 
temperatur erfolgt ebenfalls véllige oder nahezu véllige Aufhebung 

Bisweilen erfolgt hier nach dem Klarwerden die Abscheidung von 
Kristallchen (z. B. bei der Kombination mit Pyrophosphat + Chlora! 
hydrat, der Kombination mit Methantrisulfonat + Harnstoff). Wir 
vermuten, da diese Wirkungen von Temperaturerhéhung und Hinzu 
fiigung geniigender Mengen organischer Substanzen (die das Milieu 
, organischer** machen) in erster Linie auf Desassoziationen des kolloiden 
Anteiles des Trypaflavins zuriickzufiihren sind. 


7. Trypaflavinfilme. 


In den vorhergehenden Abschnitten begegneten wir Erscheinungen, 
die mit der Annahme, daB in wasseriger Lésung das Trypaflavin 
(wenigstens zum Teil) als hydrophiles Kolloid vorhanden ist, in Ein- 
klang zu stehen scheinen. Gibt es nun aber noch andere Erscheinungen, 
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Abb. 4. 
Sichtbarmachung der Kolloidfilme an der Grenze von 1° ,igem Gummi arabicum-sol/Chloro- 
formtrépfehen. Die im Sol suspendierten Tripfehen betinden sich auf einem Objekttriger 
ohne Deckglas. Das Chloroform verdampft langsam, wodurch die Tripfehen kleiner werden 
und die sie umbhiillenden, zuerst nicht sichtbaren Kolloidfilme (links: kurz nach Anfang der 
Verdampfung, viele Tripfehen lassen noch nichts erkennen) durch Runzelung und Falten- 
bildung (rechts: stark fortgeschrittenes Stadium der Tripfchenverkleinerung) in Erscheinung 
treten. Ist alles in dem Sickchen enthaltene Chloroform zuletzt verschwunden, so peptisieren 
die Saickchen wieder zu Solteilchen (Vergréberung 45 x lin.). 


' Unter Umstainden kénnen die Trépfchen mit K,Fe(CN), in der 
Kalte anisotrope Bestandteile zur Abscheidung bringen. Letztere ver- 
schwinden bei Temperaturerhéhung und bilden sich beim Abkiihlen von 
neuem. 
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ohne Zuhilfenahme gewisser Neutralsalze (die die Assoziation 
leicht unterstiitzen kénnten) ebenfalls mit jener Annahme in 
|inklang stehen? In diese Richtung scheint uns die Bildung von 
‘rypaflavinfilmen an der Grenze Trypaflavinlésung Chloroform- 
trépfechen zu weisen, die vollkommen denen ahnlich sind, die die typi- 
schen hydrophilen Sole an jener Grenze bilden (Gelatine, Clupein, 
Gummi arabicum, Hefenucleinat), iiber die friiher ausfiihrlicher be- 
richtet! wurde. Vgl. Abb. 4 und 5. Die Reversibilitat scheint nach 
Abb. 5 bei Zimmertemperatur recht unvollkommen zu sein. 
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Abb. 5 
frypaflavinfilme (0,4°/9 Trypafiavin mit Chloroform geschiittelt). Vgl. Unterschrift Abb. 4. 
(Vergriferung 45 lin.) 


S. Zusammenfassung. 

1. Gewisse Neutralsalze mit polyvalenten Anionen (Kaliumferro- 
eyanid, Natriumpyrophosphat, Natriumcitrat, Kaliummethantri- 
sulfonat) verhalten sich Trypaflavinlésungen gegeniiber so, als ob das 
Trypaflavin darin wenigstens zum Teil als hydrophiles Kolloid vor- 
handen sei. j 

2. Die fliissige Abscheidung des Trypaflavins durch Natrium- 
pyrophosphat tragt die wesentlichen Merkmale einer Autokomplex- 
koazervation eines hydrophilen Sols mit einem polyvalenten Anion 
(Umladung, Desintegrationserscheinungen im Gleichstromfelde, Auf- 
hebung durch zugefiigte Neutralsalze, wobei letztere die normale 
Reihenfolge der beiden Valenzreihen zeigen). 

3. Die Flockung des Trypaflavins mit Kaliummethantrisulfonat 
zeigt ebenfalls die Umladungserscheinungen und die Aufhebung durch 


1 Diese Zeitschr. 232, 338, 1931; vgl. auch Protoplasma 15, 110, 1932, 
wo Naheres iiber den Mechanismus dieser Filmbildung mitgeteilt wurde 
(vgl. dort S. 144-145). 
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zugefiigte Neutralsalze, wobei wiederum die beiden normalen Valen; 
reihen auftreten. Eine gewisse Unsicherheit bleibt jedoch bestehe: 
ob es sich hier wirklich um eine nur wasserarme Koazervation handel: 
solange die Fliissigkeitsnatur nicht feststeht. 

4. Im Gegensatz zu dem Verhalten der typischen Kolloidlésunge: 
des hydrophilen Typus (wie von Gummi arabicum, Lecithin) bleil; 


die Autokomplexkoazervation von Trypaflavinlésungen  unterhal!, 


einer gewissen Konzentration desselben aus. 

5. Hinzufiigung geeigneter Nichtelektrolyte (Harnstoff, Urethan, 
Chloralhydrat, Acetamid, Resorcin, Pyrogallol bzw. Glucose) oder 
Erhéhung der Temperatur heben die Autokomplexkoazervation des 
Trypaflavins ebenfalls véllig oder nahezu auf. 

6. Die unter 4. und 5. genannten Umstande sind derart, daB man 
aus ihnen eine Disassoziation eines zum Teil in kolloider Gestalt vor- 
liegenden Halbkolloids erwarten wiirde. 

7. Auch hinsichtlich der Bildung von Trypaflavinfilmen an der 
Grenze Trypaflavinlésung Chloroformtrépfehen verhalt sich das Trypa- 
flavin so, als ob es (wenigstens teilweise) als hydrophiles Kolloid im 
Wasser dispergiert sei. 
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Methode zur Bestimmung 
des Trockenriickstandes von Blut und Plasma. 


Von 
S. Balachowski und F. Ginsburg. 


Aus der bhiochemischen Abteilung des Instituts fii Blatforschung und 


Transfusion, Moskau.) 
(Eingegangen am 21. Juli 1952.) 
Mit 1 Abhbildung im Text. 


Die Bestimmung des Trockenriickstandes des Blutes bietet grobes 
Interesse sowohl fiir den Arzt als auch fiir den Biologen. Unsere Vor- 
stellungen in der Frage der Differentialdiagnose von verschiedenen An- 
imiearten und der Hydramieerscheinungen, die sich gew6hnlich auf 
Bestimmungen der Erythrocytenzahl und des Hamoglobins stitzen, 
kénnen durch die Bestimmung des Riickstandes wesentlich geandert 
werden. Daten von verschiedenen Blutanalysen fiihren beim Um- 
rechnen auf den Trockenriickstand oft zu ganz anderen Schliissen. 


Die Bestimmung des Trockenriickstandes mittels der gebrauchlichen 
Methoden ist entweder nicht genau genug oder in groben Serien schwierig 
ausfiihrbar. Es ist nicht leicht, im Laufe eines Tages mit Hilfe einer 
gewohnlichen analytischen Waage 20 bis 30 Doppelanalysen durch- 
zufiihren. Eine einfachere Bestimmung nach Bang mittels der Torsions- 
waage ist aus folgenden Griinden nicht genau genug: 1. Das hierbei 
benutzte Filtrierpapier, das mit Blut durchtrankt wird, ist hygro- 
skopisch, und das Gewicht der Streifen andert sich wahrend des Wagens. 
2. Die Einwaagen bei dieser Methode sind sehr klein (fiir das Plasma 
6 bis 10mg des Trockenriickstandes pro Papierstreifen), was beim 
Wagen auf der Torsionswaage einen verhaltnismabig groBen Fehler 


ergibt. 
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Da die Praxis Serienbestimmungen des  Trockenriickstand: < 
verlangt, sahen wir uns veranlaBt, eine neue und einfache Methoc> 
auszuarbeiten, die wir im folgenden beschreiben wollen. 

Man nimmt eine diinne Metallfolie (Al oder Sn) und bereitet darays 
flache, breite Kiivetten. Dabei verwendet man zweckmabig einen 
hélzernen Wiirfel oder ein Stabchen (s. Abb. 1). Eine solche Kiivette 
wiegt 80 bis 60 mg, falls sie aus Aluminium hergestellt ist, bei Ver- 
wendung von Zinn etwas mehr. Sie faBt 1 bis 3cem der zu unter- 
suchenden Fliissigkeit. Nachdem die Kiivette getrocknet und gewogen 
ist (alle Wagungen werden mit der Torsionswaage durchgefiihrt), fiihrt 
man mittels einer sorgfaltig kalibrierten Pipette die genau gemessene 
Menge der Fliissigkeit ein (0,5 bis 2cem) und trocknet bei 100° im 
Dampftrockenschrank bis zur Gewichtskonstanz. Das Resultat ergibt 
die Menge des Trockenriickstandes pro Volumeinheit. Wir fanden 

z. B., daB das Plasma 87 mg Trockenriickstand pro Kubik- 


Molewurfe!  vzentimeter enthilt (8.7%). Parallelbestimmungen unter- 





scheiden sich gew6hnlich um weniger als 1 mg, somit ist 
diese Bestimmung nicht weniger genau als eine Reihe anderer 
mikrochemischer Bestimmungen: liefert z. B. das untersuchte 
Plasma einen Riickstand von 80 bis 90mg, so betragt der 














Po fe ewed Fehler von 1 mg im Verhaltnis zu der ganzen Menge (1 ccm 
abb. 1. etwa = 1000 mg) nur 0,1 °°. Bezieht man aber auf den unter- 


suchten Trockenriickstand, so betragt der Fehler etwa 1°,,. 

Die Verwendung gerinnungshemmender Mittel kann unter folgenden 
Bedingungen umgangen werden: 1. Rasche Probenahme, 2. Paraffinieren 
des GefaiBes, 3. schnelles Kinfiillen der Kiivette. Die Einfiihrung des 
Antikoagulans in vivo ist nicht immer bequem und durchfiihrbar. 
Praktisch wirkt am besten das gerinnungshemmende Mittel in vitro. 
Die Benutzung von Kaliumoxalat ist am bequemsten. 10 %ige 
K-Oxalatlésung gibt einen Trockenriickstand, dessen Menge nahe der- 
jenigen des Trockenriickstandes des Plasmas liegt. Der Unterschied 
zwischen dem Trockenriickstand der Oxalatlésung und dem des Plasmas 
ist unbedeutend, und man kann den Fehler in diesem Falle vernach- 
lassigen. 

Es ist zweckmaBig, zu einem Versuch 5cem Blut und 0,1 cem 
Oxalatlésung zu verwenden. Das Gemisch des Blutes mit Oxalat wird 
zentrifugiert, das Plasma abgegossen und zwei Parallelbestimmungen 
mit je leem durchgefiihrt; dann trocknet man wie oben bis zur 
Gewichtskonstanz. Fiir genauere Bestimmungen bei physikalisch- 
chemischen Untersuchungen kann ein Gemisch von Hirudin oder 
Heparin mit Glucose und Natriumchlorid benutzt werden, dessen 
osmotischer Druck und Trockenriickstand demjenigen des Blutes 
ungefahr entsprechen. Die schwankenden Titer des Heparins und 
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Bestimmung des Trockenriickstandes von Blut und Plasma. 


jirudins erschweren jedoch die Gewinnung der zur Herstellung dieses 
misches nétigen quantitativen Angaben. 

Die beschriebene Methode eignet sich also zur genauen und schnellen 
estimmung des Trockenriickstandes im Blute und im Plasma. Es 
+ zweckmaBig, bei der Untersuchung von verschiedenen Bestand- 
ilen des Blutes ihre Menge auf den Trockenriickstand des gegebenen 
‘utes oder auf einen willkiirlich gewaihlten Wert, wie z. B. 20%, fiir 
averdiinntes Blut und 9% fiir Plasma umzurechnen, wie dies bei 
hnisch-chemischen Analysen iiblich ist. 

Diese Methode ist auch fiir eine Reihe anderer Bestimmungen in 
er analytischen und technischen Chemie anwendbar. 


Biochemische Zeitschrift Band 254. 4 














Das Puffervermégen 
und die Reaktion der Galle und das vegetative Nervensystem 


Von 
Tei Itoo. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat zu Okayama 
und aus dem Chemischen Institut des Centralhospitals Kurashiki, Japan 


(Eingegangen am 26. Juli 1932.) 


Durch die Untersuchungen von vielen Autoren wie Brugsch wnd 
Horsters (1), Neubauer (2), Sakurai und Okamura (3) wurde bewiesen. 
da die Gallensekretion durch innersekretorische Hormone stark 
beeinfluBt wird, die mit der Funktion des vegetativen Nervensystems 
in innigem Zusammenhang stehen. Nach Liger (4) und Neubauer (5 
ist die Gallensekretion mit der vegetativen Nervenfunktion eng ver- 
kniipft, wihrend Petroff (6) und Stransky (7) diese Beziehung ablehnen 

Ks ist noch nicht klar, ob die Gallensaiureausscheidung aus der Leber 
durch die vegetative Nervenfunktion direkt beeinfluBt wird. Doch steht 
durch Untersuchungen von Okamura (8) fest, daB die den Sympathicus 
reizenden Hormone oder Gifte einen hemmenden EinfluB auf die Gallen- 
sdureausscheidung der Leber ausiiben, waihrend die den Parasympathicus 
reizenden Hormone oder Gifte darauf eine férdernde Wirkung haben. 

In friiheren Mitteilungen (9) wurde bereits berichtet, daB dic 
Gallensiure im Organismus bei der Regulierung der Wasserstoffionen- 
konzentration der Galle und des Blutes eine groBe Rolle spielt. Die 
Regulation der Wasserstoffionenkonzentration im Organismus miibte 
also von der Funktion des vegetativen Nervensystems im Organismus 
abhingig sein, wenn die Gallensiureausscheidung der Leber mit der 
vegetativen Nervenfunktion verkniipft ist. 

In diesem Sinne habe ich zuerst den EinfluB der Splanchnikotomiec 
auf die Gallensiureausscheidung der Leber untersucht. 

Was die Reaktion der Galle bzw. der Lebergalle anbetrifft, so 
wurde von Johns (10) und Schultz- Brauns (11) gefunden, daB die Leber- 
galle des Hundes eine kleinere Pufferkapazitat hat als der Pankreassaft 
und daB die Reaktion der Blasengalle von der darin enthaltenen Gallen- 
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siure abhangig ist, weil bei Stauungsikterus und Lebercirrhose die 
Blasengalle weniger Gallensiure und ein kleineres Puffervermégen hat 
als die Lebergalle. 

Experimenteller Teil. 


1. Bei beiderseitiger Splanchnikotomie. 


Als Versuchstiere wurden kraftige, 5 bis 10 kg wiegende Hunde 
verwendet. Bei der ersten Operation habe ich den Hunden nach 
Bickel (12) eine permanente Gallenblasenfistel angelegt und die Blasen- 
kaniile nach Jkoma (13) eingeniht. Nachdem die Hunde sich von der 
Operationswunde erholt hatten, was etwa 1 Woche lang dauerte, 
wurden sie erst zur Vorprobe verwendet. 

Wahrend der Versuche wurde den Hunden mdglichst immer eine 
bestimmte Menge von Nahrung gegeben. Die Galle wurde 6 Stunden lang 
(von 9 Uhr morgens bis 3 Uhr abends) in einer Glaskugel aufgefangen. 
Um die Hunde die auBer dieser Zeit abflieBende Galle aus der Fistel ab- 
lecken zu lassen, wurde der Maulkorb den Hunden abgenommen. 

Bei der zweiten Operation habe ich die Hunde mit breitem Median- 
schnitt laparatomiert und die sorgfaltig praparierten doppelseitigen Splanch- 
nicusnerven durchschnitten. Nach dieser Operation wurden die Hunde 
appetitlos und elend, ihr K6érpergewicht ging allmahlich zuriick. 7 bis 
10 Tage nach der Operation erholten sie sich, dann wurden sie zur Nach- 
probe verwendet. 

Zur Vor- und Nachprobe wurde die Galle 10 Tage hindurch taglich 
6 Stunden lang gesammelt und ihre Menge, ihr Gallensaiuregehalt (nach 
Foster und Hooper (14), ihr spezifisches Gewicht, ihre Gefrierpunkts- 
erniedrigung in tiblicher Weise, ihre Wasserstoffionenkonzentraticn und 
Alkalireserve ‘mittels der Chinhydronmethode bestimmt. 

Bei der Nachprobe wurde einmal 0,4 cem einer 2°,igen Cholatlésung 
pro Kilogramm Kérpergewicht subcutan verabreicht und genau in gleicher 
Weise weiter vorgegangen. 

Fiir die Bestimmung der Alkalireserve wurde n/1000 Milchséurelésung 
verwendet und das Volumenverhaltnis der Milchsaéureldsung zur Galle 
genau auf 9:1 gebracht. 


Die Resultate sind in den Tabellen I bis II] zusammengestellt. 


Aus den Tabellen I bis III la8t sich ersehen, daB beim Ablecken 
der Galle aus der Fistel die Gallen- und Gallensiuremenge in 6 Stunden 
sowie das pu und die Alkalireserve der Galle keine merkliche Ver- 
anderung aufweisen und daB das spezifische Gewicht der Galle und 
ihre Gefrierpunktserniedrigung fast unverandert bleiben. Bei Splanchni- 
kotomie werden aber die Gallen- und Gallensiureausscheidung im 
allgemeinen herabgesetzt und das py sowie die Alkalireserve der Galle 
dementsprechend vermindert. Dagegen werden das spezifische Gewicht 
und die Gefrierpunktserniedrigung im allgemeinen etwas vermehrt, 
obwohl ihre Vermehrung nicht sehr merklich ist. Dies beruht sehr 
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Tabelle 
Datum Koérpergewicht Gallenmenge Spezitisches 
= : 7 Pu alka 
1931 kg ecm 
6. 1. 8,120 Operation rallen' 
9. I. 7,805 29,5 1013 7,892 f 
10. I. 7,726 25,6 1014 7,823 f 
3. & 7,650 36,0 1013 7,806 { 
12. L. 7,490 28,8 1014 7,858 f 
13. I. 7,585 36,0 1013 8,031 : 
14. IL. 7,637 Operation (beider pitige 
19. I. 7,485 17,8 1016 7,650 ( 
20. I. 7,462 20,2 1016 7,615 f 
21. I. 7,377 23,5 1013 7,667 f 
22. I. 7,290 22,0 1013 7,632 ( 
23. I. 7,202 16,8 1014 7,684 ( 
Tabelle gi. 
Datum Kérpergewicht Gallenmenge Spezifisches ; 
rd ' ‘Sewiche Pa sa 
1931 kg | ecm 
1. II. 7,530 Operation WGallen 
8. IL. 7,375 35,0 1011 7,667 ( 
9. IIL. 7,155 39,7 1012 7,615 f 
10. IIL. 7,220 37,3 1010 7,754 { 
11. Ill. 7,105 42.0 1011 7,667 f 
12. UI. 7,050 46,3 1010 7,806 ; ¢ 
13. II. 7,295 ; Operation (beider eitige 
17. II. 6,867 33,0 1009 7,459 f 
18. II. 6,925 35,7 1012 7,477 f 
19. III. 6,805 32,0 1012 7,407 { 
20. III. 6,690 30,5 1012 7,581 t 
21. II. 6,510 40,0 1009 7,511 f 
Tabelle Tl. 
Am 3. Juni 0,4 cem 2°, ig. Na- ‘holat 
Datum Koérpergewicht Gallenmenge Spezifisches 
i * mage pe os 
1931 kg eem 
14. V. 5,520 Operation WGallen 
wm: ¥. 5,445 19,8 1097 7,892 € 
20. -V. 5,350 19,5 1007 8,014 € 
a... Vv. 5,440 18,5 1006 8,083 7 
22. VY. 5,300 18,0 1007 7,962 € 
23. Vz. 5,260 19,0 1007 8,014 € 
ee 4,910 Operation (beider peitige | 
L. Te 4,605 9,5 1006 7,823 i 
2. VI. 4,705 10,2 1007 7,875 € 
3. VI 4,670 10,7 1008 7,910 € 
4. VI 4,735 9,5 1008 7,962 ¢ 
5. VI 4,890 8.6 1007 7,875 € 
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sbelle 
_ . i Aminostickstoff Taurocholsiure 
Alkalireserve “Sale || in 1leem Galle in 6 Std. in 6 Std 
| mg mg mg 
ation iallenblasenfistel) 
6,853 — 0,64 0,188 5,546 203,649 
6,697 — 0,62 0,217 5,555 203,979 
6,870 — 0,62 0,218 7,848 288,178 
6,766 — 0,63 0,215 6,192 227,370 
7,009 — 0,62 | 0,185 6,660 244,552 
eider #itige Splanchnikotomie) 
6,593 — 0,59 0,146 2,599 95,435 
6,333 — 0,57 0,166 3,353 124,122 
6,541 — 0,66 0,152 3,572 131,164 
6,385 — 0,67 0,174 3,828 140,564 
6,471 — 0,58 0,149 2,503 91,910 
wbelle wl. 
Gens . H Aminostickstoff Taurocholsiure 
Alkalireserve ieee | in 1 cem Galle in 6 Std. | in 6 Std. 
mg mg i} mg 
ation Gallenblasenfistel). 
6,263 — 0,58 0,204 7,140 262,180 
6,090 — 0,61 0,195 7,741 284,249 
5,674 — 0,61 0,173 6,452 236,917 
5,778 — 0,62 | 0,187 8,254 303,086 
) 6,195 — 0,59 0,295 13,658 J 501,521 
elder eitige Splanchnikptomie). , 
5,743 — 0,60 0,157 5,181 190,256 
5,934 — 0,60 0,191 6,819 250,394 
5,882 — 0,60 0,173 5,536 203,282 
5,674 — 0,61 0,195 5,947 218,373 
5,986 — 0,60 0,183 7,320 268,790 
tbelle Il. 
_ Na- ‘holatlésung pro Kilogramm zugefiihrt. 
Gefri k Aminostickstoff Taurocholsiure 
Alkalireserve ‘cane i tm 2 eum Galle in 6 Std. in 6 Std. 
I mg mg mg 
ation : Gallen blasenfistel). 
6,766 — 0,64 0,179 3,544 130,135 
6,870 — 0,62 0,120 2,340 85,925 
7,028 — 0,63 0,118 2,183 79,160 
6,853 — 0,64 0,139 2,502 91,873 
6,922 — 0,65 0,156 2,964 108,838 
eider eitige Splanchnikotomie). 
6,853 — 0,62 0,105 0,998 36,647 
6,714 — 0,66 0,148 1,510 55,447 
6,766 — 0,61 0,143 1,530 56,182 
6,870 — 0,60 0,154 1,463 53,721 
6,800 - 0,65 0,147 1,264 46,421 
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wahrscheinlich auf der Verdickung der Galle, indem die Wasser- 
ausscheidung aus der Leber sich vermindert. 


Aus den oben erwahnten Tatsachen geht hervor, daB die Reaktion 
der Galle durch Splanchnicusdurchschneidung sich nach der sauren 
Seite hin verschiebt, und daB ihr Puffervermégen dadurch vermindert 
wird. 

Es ist bekannt, daB die Leber durch die Aste des Splanchnicus- 
nerven versorgt wird, und daB diese Nerven nach Miki (15) durch beider- 
seitige Splanchnikotomie (nach Schulze) in Erregung versetzt werden. 
Es wurde schon erwahnt, daB die Gallen- und Gallenséiureproduktion der 
Leber durch den Reiz der sympathischen Nerven herabgesetzt wird und 
daB die verminderte Gallenséure im Organismus eine Verminderung der 
Alkalireserve der Galle und eine Verminderung des py-Wertes zur Folge 
hat. Die Verminderung der Alkalireserve in der Galle und die Verkleinerung 
ihres pu-Wertes sind also durch die Verminderung der Gallenséiure in der 
Galle bedingt, und die Verminderung der Gallenséiure beruht wohl auf der 
Erregung der sympathischen Nerven, die durch beiderseitige Spanch- 
nikotomie hervorgerufen wird. 

Die Herabsetzung des pu-Wertes sowie der Alkalireserve in der Galle 
bei Spanchnikotomie ist als eine sekundaére Folgeerscheinung zu betrachten. 

Aus der Tabelle IIT ist ersichtlich, daB bei Splanchnikotomie die 
Gallen- und Gallenséureausscheidung durch Zufuhr von 0,4 ccm einer 
2% igen Cholatlésung fast unverandert bleiben. Dies beruht darauf, 
daB die zugefiihrte Menge der Cholsaiure nicht ausreicht, um die er- 
regten sympathischen Nerven zu lahmen. Die den Sympathicus 
lahmende Wirkung der Gallensiure wurde bereits im Kohlenhydrat- 
stoffwechsel von T'suji (16) und im Kalkstoffwechsel von Sekitoo (17) 
bewiesen. 

2. Bei einseitiger Splanchnikotomie. 

1927 hat Murakami (18) beobachtet, daB die Gallensiure in der 
Fistelgalle des Kaninchens durch einseitige Nebennierenexstirpation 
stark vermehrt wird. Daraus hat er sich die Ansicht gebildet, daB die 
Vermehrung der Gallenséiure einem Mindergehalt des Blutes an Adre- 
nalin zuzuschreiben ist, weil die Gallensiure und das Adrenalin gegen- 
einander antagonistisch wirken und die erstere auf den Sympathicus 
liahmend wirkt, wie schon von vielen Autoren, z. B. Misaki (19), Mura- 
kami (18), Tsuji (16) usw. bewiesen wurde. 

Durch die Untersuchungen von Elliott (20), Fujii (21), Abe (22) und 
Stewart und Rogoff (23) wurde nachgewiesen, daB der Adrenalingehalt der 
Nebenniere und des Blutes sich durch einseitige Splanchnikotomie ver- 
mindert. Nach Okamura (24) sollen die Gallen- und Gallenséiureausscheidung 
des Kaninchens durch ein sympathicusreizendes Gift, wie Adrenalin, 
gehemmt werden. 

Aus den oben erwahnten Tatsachen kann man wohl schlieBen, daB 
einseitige Splanchnikotomie eine vermehrte Gallensdiureausscheidung 
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ler Leber herbeifiihrt, indem sich der Adrenalingehalt des Blutes dadurch 
vermindert. 

In diesem Sinne habe ich den Einflu8 der linksseitigen Splanch- 
nikotomie auf die Gallen- und Gallenséureausscheidung sowie auf die 
Alkalireserve und das py der Galle des Hundes untersucht. Die An- 
legung der Gallenblasenfistel und die linksseitige Splanchnikotomie 
wurden genau in gleicher Weise wie im vorigen Versuch ausgefiihrt. 

Auch nach der einseitigen Splanchnikotomie haben die Hunde nicht 
gern gefressen, und ihr Kérpergewicht nahm allmahlich ab. 7 bis 10 Tage 
nach der Operation haben sie sich wieder erholt und konnten zum Versuch 
verwendet werden. Bei diesem Versuch wurde 10 Tage hindurch taglich 
die Galle von 6 Stunden (von 9 Uhr morgens bis 3 Uhr nachmittags) ge- 
sammelt und diese Galle genau in gleicher Weise wie vorher untersucht. 

Die Resultate sind in den Tabellen TV bis VI zusammengestellt. 

Bei der Probe nach der Splanchnikotomie wurde im Laufe der Tage 
0,3 bis 0,5 cem einer 2°, igen Cholatlésung pro Kilogramm Kérpergewicht 
subcutan verabreicht und genau in gleicher Weise vorgegangen. 

Aus den Tabellen IV bis V 14Bt sich ersehen, daB die Gallen- und 
Gallenséureausscheidung nach der linksseitigen Splanchnikotomie 
deutlich gesteigert werden, und daB das px und die Alkalireserve der 
Galle, besonders die letztere, sich parallel mit der Zunahme der Galle 
und Gallensiure vermehrt. Das spezifische Gewicht und die Gefrier- 
punktserniedrigung werden dadurch ein wenig herabgesetzt. Das 
beruht héchstwahrscheinlich auf der Verdiinnung der Galle. Aus den 
oben erwahnten Resultaten geht hervor, daB das Puffervermégen und 
die Alkalinitaét der Galle durch Ausschaltung des linken Splanchnicus- 
nerven erhéht werden, indem sich die Gallensaiure in der Galle vermehrt. 

Dies beruht sehr wahrscheinlich darauf, daB die auf das Adrenalin 
antagonistisch wirkende Gallensaiure im allgemeinen Kreislauf vermehrt 
wird, indem das Adrenalin durch einseitige Splanchnicusdurchschneidung 
im Blute vermindert wird. Die Gallensiurevermehrung in der Galle 
steht also nicht im direkten Zusammenhang mit der linksseitigen 
Splanchnikotomie. 

Um festzustellen, wie lange die nervése Regulationsstérung dauern 
kann, wurden die Gallen 37 Tage lang nach der einseitigen Splanchni- 
kotomie standig untersucht, wie aus Tabelle VI zu ersehen ist. 

Die vermehrte Gallen- und Gallensiureausscheidung fing vom 
zwolften Tage nach der Operation an abzusinken, um dann wieder zum 
Anfangswert zuriickzukehren. Der py-Wert und die Alkalireserve 
werden nicht so merklich herabgesetzt. Dies scheint mir durch die 
kompensatorische Wirkung der nicht operierten Nerven bedingt zu sein. 

Die Tabelle VI zeigt, daB die Zufuhr von Cholsaure eine voriiber- 
gehende Vermehrung der Gallen- und Gallensaiureausscheidung und 
Steigerung der Alkalireserve und des py-Wertes zur Folge hat. 
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58 T. Itoo: Puffervermégen und Reaktion der Galle. 


Diese Versuchsergebnisse berechtigen wohl zu dem SchluB, dai; 
die einseitige Splanchnikotomie das Puffervermégen der Galle vermehr' 
und ihre alkalische Reaktion immer mehr steigert, und daB dies au! 
die vermehrte Gallensiure in der Leber zuriickzufiihren ist. Dies: 
Vermehrung der Gallensiure in der Leber beruht wohl auf der ver 
minderten Ausschiittung des Adrenalins aus der Nebenniere ins Blut 


Zusammenfassung. 


1. Durch beiderseitige Splanchnikotomie des Hundes werden di: 
Gallen- sowie Gallensiiureausscheidung herabgesetzt und das pq und 
die Alkalireserve der Galle vermindert. 

2. Bei linksseitiger Splanchnikotomie werden die Gallen- und 
Gallensiureausscheidung vermehrt, und der py-Wert sowie die Alkali- 
reserve erhoht, um wieder zum Anfangswert zuriickzugehen, der durch 
Zufuhr von Gallensiure wieder gesteigert wird. 

Die Gallensiureausscheidung aus der Leber steht also-mit der 
Funktion des vegetativen Nervensystems in innigem Zusammenhang, 
und ihre vermehrte Ausscheidung hat ein vermehrtes Puffervermégen 
der Galle und eine gesteigerte alkalische Reaktion zur Folge. 
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Experimentelle 
Untersuchungen iiber die bei Stromdurchgang vermittelst Gold- 
und Platinelektroden in Blut-Agar erhaltenen Strukturen. IL. 


Von 


W. A. G. van Everdingen und J. Idzerda. 


(Aus dem Laboratorium des stiadtischen Gesundheitsamtes im ,,Centraal 
Laboratorium ten behoeve der Volksgezondheid*' zu Utrecht.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In einer vorhergehenden Mitteilung! haben wir dargelegt, wie der 
Mechanismus der verschiedenen Strukturen, welche in Blut-Agar 
mittels H,O,, Hg und Streptokokkenkolonien (Typus «) erhalten 
werden kénnen, zu deuten ist. 


Auf experimentellem Wege ist von uns geiunden, daf die Phanomene 
prinzipiell beherrscht werden von der Tatsache, daB bei einer ;gewissen 
Einwirkungszeit einer bestimmten Konzentration des beziiglichen Agens 
auf eine bestimmte Erythrocytenzahl verringerte Resistenz dieser Erythro- 
cyten auftritt. Zahlreiche Faktoren beeinflussen die Intensitat der Resistenz- 
verringerung bei dem genannten Verhialtnis, sowohl im positiven wie im 
negativen Sinne, und zwar so, daB hierbei die Erythrocyten ganz oder 
teilweise unsichtbar werden oder sich die verringerte Resistenz in eine 
erhéhte Resistenz umwandelt. Der Begriff verringerte Resistenz betrifft 
verringerte Resistenz gegeniiber Hypotonie, Temperatureinfliisse und 
Saponinwirkung. 

Erwagt man weiter, erstens, daB bei regelmaBiger Diffusion eines 
Agens in die Blutplatte, aus einem Mittelpunkt nach allen Richtungen, 
die Konzentration dieses Agens mit der Entfernung vom Mittelpunkt 
abnimmt, in jeder der verschiedenen Kugelschalen, aus denen man sich 
das Diffusionsgebiet zusammengestellt denken kann, aber regelmabig 
zunimmt; zweitens, daB die Erythrocytenzahl in jeder Kugelschale mit 
der Entfernung vom Mittelpunkt zunimmt, dann geniigen diese Tatsachen 
und Beobachtungen fiir eine Erklarung des Mechanismus der Strukturen. 
Diese sind von uns schematisch dargestellt worden; was die niheren Einzel- 
heiten anbetrifft, z. B. die Verschiebung der Zonen, miissen wir auf die 
vorhergehenden Mitteilungen? verweisen. 


1 Diese Zeitschr. 249, 381, 1932. 
2 Jaarverslag Centraal Laboratorium, Utrecht 1930; Centralbl. f. Bakt. 
124, I. Orig., 78, 185. 
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Aus verschiedenen Griinden haben wir es fiir niitzlich gehalten 
zu versuchen, Erscheinungen derartiger Natur mittels Potential! 
differenzen an unangreifbaren Elektroden zu bekommen. 


Dazu brauchten wir ein Instrument, das imstande war, bei ver 
schiedenen Spannungen verschiedene geringe Stromstarken zu liefern 
wobei auch die Spannung bei gleichbleibender Stromstarke variiert 
werden konnte. Diesen Anforderungen geniigt der Anodenstrom eine: 


Verstarkerréhre. Es ist hier nicht der Ort, um die Wirkung dieser 


Roéhre in allen Einzelheiten darzulegen, um so mehr weil wir die Réhre 
nur in ihrer meist einfachen Form benétigten. 


Wie bekannt, hat ein positiv geladener metallener Leiter (Anode) in 
einem evakuierten Glaskolben die Eigenschaft, von der Gliihkathode aus 
gesandte Elektronen an sich zu ziehen. Dem metallenen Leiter wird von 
einer Batterie eine positive Spannung erteilt, wahrend der negative Pol 
dieser Batterie zum negativen Pol des Akku geschaltet ist. 


Ein zwischen Leiter und Batterie eingeschaltetes Galvanometer zeigt 
die Stromstarke (Ja) an. Es besteht bei bestimmter Spannung ein genauet 
Zusammenhang zwischen Ja und der Temperatur des Gliihfadens, d.h. je 
héher die Temperatur, desto mehr Elektronen werden von der Gliihkathode 
entsandt und von der Anode abgeleitet. 


Bei gleichbleibender Temperatur des Gliihfadens und_ bestimmter 
Anodenspannung (Va) gibt das Galvanometer einen bestimmten Ausschlag. 
Verstarkung von Va steigert Ja. Wir kénnen aber Ja auf sehr einfache 
Weise durch Verringerung der Temperatur der Gliihkathode konstant 
halten. Dadurch wird eine geringere Elektronenzahl abgegeben. die sich 
aber mit vermehrter Schnelligkeit bewegen. In der Zeiteinheit flieBt also 
dieselbe Elektronenzahl durch den Querschnitt des Drahtes, und das 
Galvanometer gibt denselben Ausschlag. 


Wenn man also zwei Elektroden, welche in Blut-Agar eintauchen, 
an der Stelle X (Abb. 1) des Anodenkreises einschaltet, kann man diesen 
Elektroden wechselnde Spannungen erteilen bei sehr kleiner, gleich- 
bleibender oder wechselnder Stromstirke. 


Wie andert sich der Widerstand im Anodenkreis bei Einschaltung 
dieses neuen Widerstandes ? 


Der Anodenstromkreis besteht aus a) dem Gliihfaden, b) dem Elek- 
tronenstrom zur Anode, c) der Verbindung Anode-Anodenbatterie-Akku- 
Kathode. Da das Vakuum zwischen Kathode und Anode niemals ein 
absolutes ist, zeigt dieser Raum fiir den Elektronenstrom einen gewissen 
Widerstand (innerer Widerstand). Dieser ist abhangig von der Temperatur 
des Gliihfadens. Bei einem geringeren Elektronenstrom nimmt dieser 
Widerstand stark zu. Wenn man also bei den Versuchen die Heizspannung 
wechselt, wechselt man fortwaéhrend auch den inneren Widerstand. 


Der Widerstand, der vom Agar ausgeiibt wird, wird also fiir den 
gesamten Widerstand fortwaihrend eine andere Bedeutung haben, 
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1m meisten, wenn die GréBenordnung des inneren Widerstandes sich 
der des in die Serie geschalteten auBeren Widerstandes nahert. 


Abb. 1 gibt die Schaltung wieder. 





| Akh. 
u 4 W 


Abb. 1. 
Akku: 4Volt. B= Batterie, 20Volt. W=4002. P=2002. A= W.G. 4070 Tungsram. 
: , w . O-— My ‘ 
MeBbereich: 11:0 —6 Volt: Vg: 9 _ 140 Volt: A,:120.10°3 Amp 
Der MeBbereich des Galvanometers (Ma) betrigt 140.10-6 Amp. (372.) Bei X sind die zwei 
Elektroden eingeschaltet. Die eine (+)-Elektrode ist verbunden mit dem Potentiometer P; 
dieses regelt Va. Mit dem Voltmesser \’, wird Va abgelesen. Mit Hilfe von P und von W, 
kann man also jede Spannung bis 20 Volt bei beliebiger Stromstirke einregulieren. 


Als Elektroden verwendeten wir punktférmige, blanke Platin- und 
Goldelektroden. In mehreren Kontrollversuchen war festgestellt, da®B 
mit Chrom- und Schwefelséiure gut gereinigte Gold- und Platinteilchen 
sich in Blut-Agarplatten verschiedenér Herstellung indifferent verhalten. 
Die Elektroden wurden in eine gegenseitige Entfernung von 1 cm mittels 
einer bestimmten Apparatur in den Blut-Agar eine bestimmte Strecke 
hineingetaucht ('/,mm). Die Dicke der Blut-Agarschicht war 2 mm. 

Méglicherweise auftretende Anderungen der Resistenz wurden 
gepriift gegentiber Hypotonie und niedriger Temperatur. Dazu wurden 
Schnitte gemacht (1 mm) und diese in 0,45° ig. NaCl-Lésung gelegt, 
eventuell in Aqua dest. Abweichungen von der normalen Resistenz 
gegeniiber Hypotonie werden also mikroskopisch auf einfache Weise 
sichtbar. 

Um geainderte Resistenz gegeniiber niedrigerer Temperatur wahr- 
zunehmen, wurden die Petri-Schalen einige Stunden in Eis gestellt 
und danach Schnitte gemacht. 

Mit dieser Methodik bekamen wir die folgenden Ergebnisse. 

Wenn man durch eine diinne Schicht 0,9°%ig. NaCl 2°, Agar, 
welcher 1'/,°% Schafblut zugefiigt ist, auf die beschriebene Weise einen 
geringen Strom leitet (z. B. Ja = 0,5 .10-* Amp., Va = 2,2), dann hat 
nach 10 Minuten bei 22° C der Blut-Agar sich scheinbar nicht geandert. 

Legt man aber einen vertikalen Schnitt, an der Stelle angelegt, 
wo die Elektroden in den Agar hineintauchen, in 0,45 °,ig. NaCl-Lésung, 
so sind die einzigen Anderungen, welche mikroskopisch wahrnehmbar 
sind, Resistenzinderungen der Erythrocyten, die um den positiven Pol 
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gelegen sind. Diese bestehen in einer vermehrten Resistenz der zentra| 
gelegenen Blutkérperchen, welche umgeben sind von einer Zone, in 
welcher die Erythrocyten eher unsichtbar werden als die iibrigen und 
daher eine verringerte Resistenz bekommen haben. Die GréBe und 
Intensitaét dieses Prozesses ist bei gleichbleibendem Ja, Va und 
derselben Einwirkungszeit von verschiedenen Faktoren (py, °,, Erythro 
cyten, Temperatur) abhaingig, in derselben Weise wie von uns friiher 
fiir die H,O,-Wirkung beschrieben und schematisch dargestellt ist! 

Bei kiirzerer Einwirkungsdauer dieser geringen Stromstirke wird ein 
anderes Resultat sichtbar; die Erythrocyten um den Pol herum bekommen 
eine verringerte Resistenz; bei langerer Einwirkungszeit wandelt sich diese 
verringerte Resistenz iiber eine normale in eine erheblich erhéhte Resistenz 
um, wiahrend die Erythrocyten, die in einer weiteren Zone gelegen sind, in 
verschiedenem Grade verringerte Resistenz bekommen haben. 

Verstarkung sowohl von Ja als von Va bei gleichbleibender Va 
bzw. Ja ergeben dasselbe Resultat: Umwandlung von verringerter in 
vermehrte Resistenz der Erythrocyten in der Umgebung der positiven 
Elektrode. 

Spielt der ProzeB sich (bei nicht zu starkem Ja und Va) wahrend 
langerer Zeit ab, bei hohem py und 4° C, dann werden die Erythrocyten 
mit stark verringerter Resistenz von selbst unsichtbar und tritt auch 
makroskopisch mehrfache Zonenformation zutage. 

Verlauft dagegen der ProzeB schnell, bei héherer Temperatur 
und niedrigem py, dann ist die Resistenzverringerung nicht erheblich 
genug und zu schnell in eine erhédhte umgewandelt, als dafB mehrfache 
Zonenformation entsteht; makroskopisch sieht man nur ein entfarbtes 
Zentrum, wihrend die verringerte Resistenz in der Peripherie makro- 
skopisch nicht sichtbar und nur auf die beschriebene Weise zu demon- 
strieren ist. 

Um die negative Elektrode herum treten in demselben Blut-Agar 
innerhalb 10 Minuten eben erst Erscheinungen auf bei Steigerung 
von Ja und Va. Die erste auftretende Erscheinung besteht hier in einer 
vermehrten Resistenz der Erythrocyten im Zentrum; diese vermehrte 
Resistenz wandelt sich bei langerer Einwirkung oder verstairkter Ja 
und Va in eine verringerte Resistenz um. 

Auch dieser Vorgang kann auf verschiedene Weise naiher beeinfluBt 
werden; soweit wir nachgepriift haben, in umgekehrter Richtung wie an 
dem positiven Pol; das Endresultat ist verringerte Resistenz. 

Das Unsichtbarwerden der Erythrocyten in 1'/,°, Blut-Agar bei 
Stromdurchgang kann am besten in einem Schnitt mikroskopisch verfolgt 
werden. Dazu wird der Schnitt auf einem Objekttriger ausgebreitet und 
mit entsprechender Vergr6Berung betrachtet. Die gut isolierten Elektroden 
werden beiderseits eingestochen. Bei Einschaltung des Stromes kénnen 
interessante Beobachtungen gemacht werden, was Formanderungen und 


1 Diese Zeitschr. 1. c. 


| nsick 
ahre 
~trom 
Da sie 
wir Si¢ 
B 

hei be 
wirku 
Eryth 


T 
verde 


0.9% N 


Makros 
NaCl. 
sichtba 


Die vel 


Um di 
renziet 

die 
Bei de 


Abb. 5 
positiv 
zeit 2 





ntra! 

in 
und 
und 
und 
hro 
liher 
ist! 
| ein 
men 
liese 
tenz 
1, in 


Va 
r in 
iven 


end 
ten 
uch 


tur 
lich 
che 
tes 
cro- 
on- 


gar 
ing 
ner 
rte 

Ta 


ult 
an 


bei 
gt 
ind 
len 
1en 
ind 








Bei Stromdurchgang in Blut-Agar erhaltene Strukturen. I. 63 


| nsichtbarwerden der Erythrocyten anbetrifft. Hat man den Strom nur 
ihrend kurzer Zeit geschlossen, so kann man, nach Ausschaltung des 
stromes, 6fters Erscheinungen von ,,reversibler Hamolyse** wahrnehmen. 
Da sie nur indirekt mit unserer Untersuchung zusammenhangen, werden 
wir sie nicht weiter beriicksichtigen. 

Bei gréBeren Stromstarken als im erstgenannten Falle. treten Vorginge 
bei beiden Elektroden auf, wobei der Effekt abhangig ist von der Ein- 
wirkungszeit, auch treten makroskopisch sichtbare Verfarbungen der 
Erythrocyten hervor. 

Die folgenden schematischen Darstellungen kénnen das Gesagte 
verdeutlichen. 


——*— 





Abb. 2. 
0,9°/9 NaCl — 29/o Agar; Py = 7,5, Ja=9,3.10-6 Amp., Va=3. Einwirkungszeit 5 Sekunden. 
Mit Chrom- und Schwefelsdure gereinigte Goldelektroden. 

Makroskopisch sind keine Anderungen bemerkbar. Schnitt wahrend 10 Minuten in 0,45 °%/oig 

NaCl. Die Blutkérperchen in der angegebenen Zone rechts (+ Elektrode) sind sofort un- 

sichtbar geworden, viel schneller als die Erythrocyten in der Peripherie (Kontrolle); sie sind 
also weniger resistent. 











(Ba \ | 





Abb. 3. 
Wie Abb. 2, nur Einwirkungszeit 15 Sekunden. 
Die verringerte Resistenz hat sich in eine vermehrte umgewandelt. An der negativen Elek- 
trode wird noch immer vermehrte Resistenz angetroffen. 








Abb. 4. 
Dasselbe nach 10 Minuten. 

Um die Eintauchstelle der positiven Elektrode herum kann man vom Zentrum aus fiinf diffe- 
renzierte Zonen zahlen; die am meisten periphere Zone verschwindet sofort in 0,45 °/,ig. NaCl; 
die darauffolgende verschwindet nicht in 0,45 °/sig. NaCl, aber wohl in Saponinlisung. 
Bei der negativen Elektrode ist die vermehrte Resistenz der Erythrocyten im Zentrum in eine 
verringerte umgewandelt. 














Abb. 5. 
Abb. 5 gibt eine schematische Darstellung von makroskopisch sichtbaren Anderungen um die 
positive Elektrode herum in NaCl-Agar; py = 7,6, Va = 5, Ja=2,7.10-6 Amp. Einwirkungs- 


zeit 2 Stunden bei 19°C. Hierbei treten in den verschiedenen Zonen Farbiinderungen (un- 
gefarbt-griin-braun) auf. 
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Aus den kreisférmigen Figuren des Schnittes wird abgeleitet, da 
auch diese Zonenformation dreidimensionell auftritt!. 


Wahlt man statt NaCl-Agar als Milieu Fleischbouillog-Agar, s 
sind die folgenden Unterschiede gegeniiber NaCl-Agar bei den Vor- 
gingen bemerkbar. 

Innerhalb 10 Minuten treten die ersten Erscheinungen nur |e; 
gréBerem Ja und Va auf. Dabei treten bei frischem Bouillon-Agar die 
Erscheinungen an der negativen Elektrode frither auf, bei abgelagerte: 
Bouillon-Agar an der positiven. Hierdurch ist es méglich, daB man gleich.- 
zeitig um beide Elektroden herum eine Zone Blutkérperchen mit ver- 
ringerter Resistenz antrifft, wobei die Prozesse nicht voneinander zu unter- 
scheiden sind. 

Einen weiteren Unterschied bildet die folgende von Frl. Wildervanc|: 
gemachte Beobachtung. LaBt man bei gleichbleibender Ja ‘z. B. 
5. 10-6 Amp.) und Einwirkungszeit (z.B. 10 Minuten) Va von 2 bis 
20 Vo't zunehmen, so ergibt sich am positiven Pol bei einer bestimmten 
Voltstirke ein Maximum in der Ausbreitung der Vorginge, wahrend 
sowohl bei geringerer als bei gréBerer Voltstirke die Prozesse in der 
Ausbreitung abnehmen; das Maximum wechselt mit der Vorbehand- 
lung und dem Alter der Bouillon-Agar. Diese Erscheinung haben wir 
bei NaCl-Agar nicht beobachtet. 

Der Gebrauch von Platin- und Goldelektroden lieferte keine prinzi- 
piellen Uaterschiede. 

Vergleicht man weiter den Mechanismus der mehrfachen Zonen- 
formation um die positive Elektrode herum mit demjenigen, welcher 
um Streptokokkenkolonien (Typus «), H,O, und Hg die Struktur- 
bildung beherrscht, dann findet man eine vollkommene Uberein- 
stimmung. 

Ein naheres Studium der Art des Prozesses, der um die -+--Elektrode 
zu beobachten ist, ist erwiinscht und wird nichstens gegeben. 


Zusammenfassung. 


Wenn ein elektrischer Strom durch Blut-Agar mittels indifferenter 
Elektroden geleitet wird, so tritt um die Elektroden herum eine Zonen- 
formation auf. Der Mechanismus dieser Strukturen besteht in 
Anderungen der Resistenz und Umwandlungen in der Resistenz der 
Erythrocyten und ist an der positiven Elektrode identisch mit dem 
Mechanismus der Zonenformation um Hg, H,O, und Streptokokken- 
kolonien (Typus «). 

* Von Clauberg, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. 110, 442, ist schon friihe: 
auf den dreidimensionalen Charakter des Diffusionsbereiches des Hamo 
lysins bei hamolysierenden Bakterienkolonien hingewiesen und von ihm 
als Kugelkalotte (bzw. als Kugelausschnitt) bezeichnet worden. 
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Uber die Darstellung der Muskeladenyl- und Inosinsiure. 


Von 


P. Ostern. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwo6w.) 


(Eingegangen am 29, Juli 1932.) 


Weder die altbekannte Inosinsiure, noch die Adenylsiure, an der 
heute Physiologie und praktische Medizin groBes Interesse haben, sind 
leicht zu gewinnende Kérper; sie befinden sich noch nicht im Handel, 
und die Darstellungsmethoden (1) der Adenylsiure (Hoffmann, Embden 
und Zimmermarn, Drury und Szent-Gydrgyi, Lohmann, Hahn) sind zeit- 
raubend, verwenden zum Teil recht teure Reagenzien und sind dabei 
keineswegs ergiebig. Ich habe im Zusammenhang mit anderen Unter- 
suchungen versucht, zum Teil unter Verwendung friiherer, sowohl eigener 
als fremder Erfahrungen, ein Verfahren auszuarbeiten, um sowohl Inosin- 
siure als Adenylséure aus dem billigen und leicht zuganglichen Pferde- 
fleisch darzustellen. Da dieses Verfahren beide Stoffe in guter Aus- 
beute und billig darzustellen erlaubt, mag es vielleicht niitzlich sein, 
dieses Verfahren zu publizieren, insbesondere auch, weil es das erste 
ist, in welchem Inosinséiure und Adenylsiure aus demselben Ausgangs- 
material nebeneinander dargestellt werden. 

Fiir die Inosinsaure wurde seit jeher Liebigs Fleischextrakt als Ausgangs- 
material verwendet, worin bekanntlich dieser Stoff entdeckt worden ist. 
Es ist vor kurzem bemerkt worden (2), da der heutige Fleischextrakt 
nicht mehr das gute Ausgangsmaterial fiir die Darstellung der Inosinsi&ure 
bildet; denn er wird bei héheren Temperaturen dargestellt, und die Inosin- 
siure wird dabei hydrolysiert. Er ist auBerdem teuer und in manchen 
Landern iiberhaupt nicht zu haben. Es ist wahrscheinlich aus diesem 
Grunde von Levene (3) ein besonders hergestellter Fischextrakt zur Dar- 
stellung der Inosinsiure verwendet worden. Ich habe gefunden, dah bei 
entsprechender Anwendung der Haiserschen (4) [eigentlich der Liebig- 
schen (5)] Vorschriften auf selbsthergestellte Extrakte aus Pferdefleisch', 
inosinsaures Barium glatt und in guter Ausbeute hergestellt werden konnte. 


1 Preis etwa 22 Pfg. pro Kilogramm. 
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Es muB hier ein Punkt hervorgehoben werden, welcher in dey 
Vorschriften fiir die Darstellung der Inosin- und Adenylsaure niclit 
genigend hervortritt. 

Wenn man Inosinséure darstellen will, so muB man dafiir sorgen, 
da eine méglichst vollstandige traumatische und postmortale (¢ 
Desaminierung erfolgt. Man muB folglich das Fleisch fein zerhacken, 
mit Wasser anriihren und langsam zu Siedehitze erwairmen.  Dics 
stimmt mit Liebigs Vorschriften fiir die Herstellung des Fleischextrakts 
iiberein. Bei einer solchen Behandlung konnte ich praktisch alles 
Nucleotid als Inosinsiure finden. Dementsprechend konnte ich auch; 
bei einer gelegentlichen Untersuchung im kauflichen Liebigschen 
Fleischextrakt keine Adenylsdure nachweisen. 

Will man dagegen Adenylsaéure darstellen, so muB man frisches 
Fleisch so schnell als méglich grob zerkleinern und in siedendes Wasse1 
bringen, um die traumatischen und postmortalen Vorgange nach 
Moglichkeit hintanzuhalten. Bei bester Realisierung dieses Grund. 
satzes konnte ich z. B. vom gesamten Nucleotid 90°, als Adenylsiure 
und nur 10% als Inosinsiure gewinnen. Dieses Ergebnis, das bei 
praparativer Verarbeitung fiir das Verhaltnis der Adenyl- zur Inosin. 
siure erzielt wurde, entspricht ganz den analytischen Daten, dic 
Parnas (7) fiir frisch verarbeitete Froschmuskulatur fand und die spiiter 
von miz (8) auch fiir Séiugermuskel gefunden wurden. 


Methode. 
Darstellung der Adenylsdure. 

10 kg frisches, fettfreies Pferdefleisch (méglichst schnell nach der 
Schlachtung des Tieres entnommen) werden so rasch wie méglich! durch 
eine groBe mechanisch betriebene Fleischmiihle getrieben und der 
Muskelbrei in Portionen in 10 Liter siedendes Wasser eingetragen. 
Durch groBe Brenner oder besser durch Einleiten von Wasserdampf sorgt 
man dafiir, daB beim Zusetzen des Muskelbreies keine starkere Ab- 
kiihlung erfolgt und daB das Aufkochen des Gemisches rasch vor sich 
geht. Sobald das Gemisch zu sieden beginnt, setzt man 15 bis 20 ccm 
konzentrierte Essigsiure hinzu und erhalt die Fliissigkeit durch 3 bis 
5 Minuten im Sieden. Nun werden die Brenner abgestellt, die heibe 
Fliissigkeit mit Natronlauge alkalisiert und mit Essigsiure wieder 
schwach angesiuert, worauf man sie rasch mittels einer Kiihlschlange 
abkiihlt. Durch diese Manipulationen wird beinahe das ganze Eiweil 
gefallt, die geringen Mengen, die in der Lésung bleiben, stéren bei der 
weiteren Verarbeitung nicht. 

1 Die unmittelbare Entnahme des Fleisches und die sofortige Ve 
arbeitung ist fiir die Ausbeute an reiner Adenylséure sehr wesentlich, ebenso 
das rasche Zerkleinern und Aufkochen. 
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Die schwach sauer reagierende Lésung wird durch groBe Falten- 
filter filtriert und der Riickstand griindlich ausgepreBt. Man erhalt 
ein gelblich braun gefirbtes, leicht opalisierendes Filtrat. Die Opa- 
leszenz der Lésung riihrt von den Eiweibresten und vom Glykogen her. 
Nun werden durch einen Uberschu8 einer heiBen, gesittigten Baryt- 
josung die Phosphate gefallt (man iiberzeugt sich an einer Filtratprobe, 
daB ein weiterer Zusatz von Baryt keine Fallung mehr erzeugt); die 
Losung wird samt dem Niederschlag iiber Nacht stehengelassen. Da 
die Adenyl- und Inosinsiure in der Lésung in starker Verdiinnung 
enthalten sind, ist eine gleichzeitige Fallung ihrer Bariumsalze unter 
diesen Bedingungen nicht zu befiirchten. Andererseits wird durch die 
mehrstiindige Einwirkung des Alkalis die noch in der Lésung enthaltene 
Adenosintriphosphorsaure in Adenylsiure verwandelt. 

Durch Dekantieren und nachfolgendes Filtrieren, wobei der Nieder- 
schlag griindlich mit mehreren Litern warmen Wassers nachgewaschen 
wird, erhalt man eine von anorganischen Phosphaten freie Lésung, die 
nach der Neutralisation mit Essigsiure vollkommen klar und nur schwach 
gelb gefarbt ist. (Man neutralisiert auf Bromthymolblau bis zu einem 
gelblich-griinen Farbton.) Mit gesittigter Bleiessiglésung werden bei 
neutraler Reaktion die Nucleotide als Bleisalze gefallt, wobei ein gréBerer 
Uberschu8 von Bleieksig zu vermeiden ist. Ein kleiner Teil der Nucleotide 
(ein Viertel bis ein Fiinftel) bleibt jedoch in Lésung, da man in groBen 
Verdiinnungen arbeitet, aber auch dieser wird durch die weitere Ver- 
arbeitung gewonnen. Nach einigen Stunden setzt sich der Niederschlag 
so weit ab, daB dekantiert werden kann, worauf der Niederschlag auf 
der Nutsche abgesaugt oder am Separator abgeschleudert wird. Man 
erhalt so zwei Fraktionen: A, das Filtrat, welches einen kleinen Teil 
der Nucleotide enthalt und B, den Niederschlag, in dem die Hauptmenge 
enthalten ist. Das Filtrat wird nun mit Ammoniak solange versetzt, 
bis ein weiterer Zusatz zu einer Filtratprobe keine Fallung mehr erzeugt. 
Der Niederschlag wird abgesaugt, mit Wasser griindlich gewaschen. 
Die weitere Verarbeitung ist genau dieselbe, wie bei der Fraktion B. 


Fraktion B. 

Der Bleiniederschlag wird mit 1 Liter Wasser im Morser fein 
zerrieben, auf der Nutsche abfiltriert und diese Operation nochmals 
wiederholt, indem man beim zweiten Male das Filter mit einer Schicht 
feingepulverten Bariumcarbonats (etwa 5 bis 10g) bestreut. Der auf 
diese Weise gewaschene Niederschlag wird nach griindlichem Zerreiben 
in 3 Liter Wasser aufgeschwemmt und durch Schwefelwasserstoff 
zersetzt. Die milchige Triibung, die in dem anfangs vollkommen klaren 
Filtrat nach einigen Minuten auftritt und die vom ausfallenden 
kolloidalen Schwefel herriihrt, zeigt die Vollstandigkeit der Zersetzung 


5* 
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an. Es kann nicht genug betont werden, daB durch unvollstandige Z: 

setzung die gréBten Substanzverluste eintreten, da die Nucleotide jm 
Bleisulfidniederschlag verbleiben. Der Niederschlag wird noch mit 
etwa 2 Liter warmen, schwefelwasserstoffhaltigen Wassers gut nac}) 
gewaschen und die Filtrate vereinigt. Die Befreiung der Lésung vom 
UberschuB des Schwefelwasserstoffs durch Liiftung ist ebensoweniy 
hier wie bei den Schwefelwasserstoffallungen wahrend spiterer Phascy 
der Arbeit nétig, da nach der Fallung die Filtrate im Vakuum eingedam))tt 
werden, wobei geléster Schwefelwasserstoff vollstandig entfernt wird. 
Ungeléster Schwefel wird nach der Einengung durch Filtration entfernt. 


Zum Filtrat der Bleisulfidfallung setzt man nun_ gepulvertes 
Bariumecarbonat im Uberschu8 hinzu, erwarmt auf 50 bis 60°C und 
filtriert durch ein dichtes Bariumfilter. Die erhaltene vollkommen 
klare, gelblich gefarbte Lésung wird im Vakuum bei einer Temperatu: 
von etwa 40 bis 45°C auf 500 ccm eingedampft, filtriert und wieder 
im Vakuum auf 200 cem gebracht. Vom eventuell austallenden Nieder- 
schlag wird auf der Nutsche rasch abfiltriert, die klare, gelbbraune 
Lésung mit inosinsaurem Barium geimpft und 48 Stunden im Eis. 
schrank stehengelassen. Der gebildete, gelblichweiBe, kérnige Nieder- 
schlag enthalt das inosinsaure Barium; man filtriert durch ein gehartetes 
Filter — das Filtrat enthalt die Adenylsiure —, der Niederschlag wird 
in méglichst wenig siedend heiBen Wassers gelést und heif filtriert 
Nach kurzer Zeit scheiden sich perlmutterglinzende Blittchen von 
inosinsaurem Barium aus, die Kristallisation ist meist schon nach 
24 Stunden beendigt (Ausbeute an inosinsaurem Barium: etwa | g)'. 


Das Filtrat, welechbes das Bariumsalz der Adenylsiure enthalt, 
wird mit der fiinffachen Menge von 96 °,igem Alkohol versetzt, filtriert, 
das Filtrat verworfen, der Niederschlag sofort im warmen Wasser! 
(Temperatur etwa 50°) gelést?, eventuell filtriert und mit einer frisch 
bereiteten Lésung von Quecksilberacetat gefillt (es werden nur etwa 
15 g Substanz bendétigt). Der Niederschlag wird zentrifugiert, zweimal 
mit Wasser ausgewaschen, in etwa 2!/, Liter Wasser aufgeschwemmt, 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt und filtriert. Im Filtrat werden dic 
Bariumionen mit der eben ausreichenden Menge Schwefelsaure gefallt, 


1 Die Menge des erhaltenen inosinsauren Bariums ist itibrigens von 
der Schnelligkeit, mit der das Fleisch verarbeitet wird, abhangig. So 
erhielt ich bei der zweiten Darstellung der Adenylsaéure nach dieser Methode, 
bei der die Muskeln viel rascher als beim ersten Male zerhackt und aut- 
gekocht wurden, nur 0,5 g inosinsaures Barium. 

2 Falls bei der ersten Kristallisation eine nicht geniigende Menge von 
inosinsaurem Barium ausgefallen ist, impft man die so erhaltene Lésung mit 
inosinsaurem Barium und 1JaBt sie abermals 48 Stunden im Eiskasten 
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ein eventueller UberschuB an SO; mit Bariumacetat bescitigt; nach 
dem Filtrieren wird die Lésung im Vakuum bis zu ' , Liter eingedampft, 
filtriert und hierauf mit Bleiessig gefallt. Der gallertartige, schwach 
velblich gefarbte Niederschlag wird zentrifugiert, zweimal gewaschen, 
in 2 Liter Wasser aufgeschwemmt, mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Das Filtrat wird im Vakuum (Temperatur 40 bis 45°) bis etwa 100 cm 
emgeengt, rasch filtriert, mit wenig Wasser nachgewaschen und mit 
“i °,igem Alkohol versetzt, bis eine starke milchige Triibung eintritt, 
nun wird die Lésung mit Adenylsdurekristallen geimpft und vorsichtig 
noch etwas Alkohol zugesetzt. Es beginnt beinahe sofort eine reichliche 
Kristallisation von Adenylsiure -- in Biischeln geordnete Nadetn 

die nach etwa 24 Stunden beendigt ist. Man filtriert von dem kristallini- 
schen Niederschlag ab, im Filtrat wird durch weiteren Zusatz von 
Alkohol noch der Rest der Adenylsiure ausgefallt. Falls die Kristalle 
nicht geniigend rein sind, werden sie in wenig warmen Wassers gelést, 
filtriert und die Lésung, wie friiher beschrieben, durch Alkohol zur 
Kristallisation gebracht. Die spater ausfallenden  kristallinischen 
Fraktionen zeigen bisweilen eine Tendenz zur Verfliissigung, die wahr- 
scheinlich durch die Verunreinigung durch Inosinséure bedingt ist. 
In diesem Falle muB der Niederschlag sofort im Wasser gelést und 
durch vorsichtigen Alkoholzusatz zu einer, langsamen Kristallisation 
gebracht werden. Durch dieses Verfahren laBt sich die Adenylsiure 
von Verunreinigungen befreien. 


Ausbeute (Fraktion A + B): 3,5 g reine Adenylsiure. 


Darstellung der Inosinsdure. 

10 kg frisches Pferdefleisch werden auf einer Fleischmaschine fein 
zermahlen und der Muskelbrei 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. Hierauf wird er in 10 Liter kalten Wassers eingetragen und 
unter Mischen langsam erhitzt; sobald der Brei zu sieden - beginnt, 
versetzt man ihn mit 15 bis 20 cem konzentrierter Essigsiure und 
kocht noch durch 3 Minuten. Das heiBe Gemisch alkalisiert man mit 
Natronlauge, siuert schwach mit Essigsaure an und filtriert durch grobe 
Faltenfilter: der Niederschlag wird griindlich ausgepreBt. In den ver- 
einigten Filtraten werden mit einem Uberschu8 von Bariumhydrat 
die anorganischen Phosphate gefallt, nach einigen Stunden die iiber- 
stehende Fliissigkeit dekantiert, der Rest zentrifugiert und der Nieder- 
schlag mit warmem Wasser nachgewaschen. Im neutralisierten Filtrat 
wird die Inosinsaéure als Bleisalz gefallt, indem man wie bei der Dar- 
stellung der Adenylsiure verfahrt. Nach der Zersetzung des Blei- 
niederschlags mit Schwefelwasserstoff wird das zu 6 bis 8 Liter ver- 
dinte Filtrat mit einem Uberschu8 von gepulverten Bariumcarbonat 
versetzt, aufgekocht, hei® filtriert, im Vakuum bei einer Temperatur 
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von 45° auf 500 ccm eingeengt, sofort filtriert und weiterhin im Vakuum 
bis zu etwa 100 bis 150 ccm eingeengt. Wahrend dieses Einenge:s 
bildet sich ein weiBer Niederschlag, der samt der Fliissigkeit in cin 
Becherglas tibertragen wird. Im _ Destillierkolben zuriickgebliebene 
Reste werden mit méglichst wenig siedend heiBen Wassers ausgewasche i), 
Nach Impfen mit inosinsaurem Barium léBt man die Fliissigkeit 
48 Stunden im Eiskasten stehen. Es bildet sich ein reichlicher kérniger 
Niederschlag, der abfiltriert und mit wenig eiskalten Wassers  ge- 
waschen wird. 

Der Niederschlag wird in 200 cem siedend heiBen Wassers gelist 
und hei® filtriert. 

Schon wahrend des Filtrierens bilden sich die perlmutterglinzenden 
Kristalle von inosinsaurem Barium, die sich rasch vermehren. Man 
laBt die Lésung tiber Nacht im Eiskasten stehen, filtriert die Kristalle 
ab und wischt sie mit wenig eiskalten Wassers. Aus den Mutterlaugen 
lassen sich noch durch weiteres Einengen im Vakuum und nachfolgende 
Kristallisation kleine Mengen von inosinsaurem Barium gewinnen. 


Ausbeute aus 10 kg Fleisch: 6g reines inosinsaures Barium. 
Herrn Prof. Parnas danke ich fiir die Unterstiitzung bei dieser Arbeit. 
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Uber die Verinderlichkeit 
des Fermentgehalts in Samen und Friichten. 


Von 
Nicolai N. Iwanoff?. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir angewandte 
Botanik in Leningrad.) 


(Eingegangen am 29, Juli 1932.) 


Die Erkenntnis iiber die Fermente und ihre Wirkungsweise ist in 
den letzten Jahren intensiv geférdert worden. Medizin und Technik 
haben in wachsendem MaBe die Fermente fiir praktische Zwecke heran- 
gezogen. Die angewanate Botanik hat beim Abschitzen der Samen 
von Kulturpflanzen auBer anderen Methoden auch die physiologischen 
Kennzeichen, speziell die fermentativen, zu Hilfe gezogen. Die ge- 
wohnliche chemische Analyse von Samen und Friichten geniigt oftmals 
nicht fiir die Beurteilung der Qualitét des Materials und beantwortet 
nicht die Frage, ob lebende Samen vorliegen, ob dieselben keimfahig 
sind oder nicht. Viele Eigenschaften, wie Backqualitat des Weizens, 
Brauqualitét der Gerste, Gelatinierungsqualitat des Pektins von 
Friichten, sind nicht durch chemische Analyse allein zu bestimmen. 
Daher richtet sich in letzter Zeit die Forschungsarbeit auf dem Gebiete 
der Agronomie und angewandten Botanik auf die Ausarbeitung von 
Methoden zur physiologischen Kennzeichnung von Materialien pflanz- 
licher Herkunft. 

Es existiert eine zahlreiche Literatur iiber den Zusammenhang zwischen 
der Keimfahigkeit (Lebenstitigkeit) und dem Fermentgehalt der Samen®?, 
doch sind die Angaben widerspruchsvoll. insbesondere kann der von Nemec 
und Duchon (1921) geéuBerten Ansicht iiber den Zusammenhang zwischen 
der Keimfahigkeit und dem Fermentgehalt der Samen nicht beigepflichtet 


1 Unter Mitarbeit von Frl. Dr. M.A. Bordunowa bei der Abfassung 
dieser Abhandlung. 

2 Literaturangaben in den Abhandlungen von N.N. Iwanoff u. M. J. 
Lischkewitsch (Bull. of Appl. Bot. Genet. and Plant Breed. 21 (4), 3, 1928/29) 
und M. J. Lischkewitsch (Fermentforschung 12, 244, 1930). 
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werden!. Die in der Literatur angefiihrten GesetzmaBigkeiten sind 4|s 
spezielle Falle fiir unter giinstigen Bedingungen zum Versuch gewil 
Samen einer Pflanze zu betrachten. Neuerdings hat K. M yrbdck? gezei 
da®B ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Katalasegehalt der Gerster 
samen und der Lebenstatigkeit (Vitalitat) existiert; nach seinen Angahe: 
keimen die katalasereichen Gersten wahrend der Malzbereitung schnel|« 
und starker als die katalasearmen. Die vom Autor angefiihrten Versuc)y 
bestatigen diesen Befund, doch ist diese Abhangigkeit auch an andere 
Objekten zu untersuchen, bevor man irgendwelche allgemeinen Schliissi 
zieht. 

Wir besitzen schon eine Reihe von Hinweisen, daf einzelne Pflanzen- 
arten sich durch den Fermentgehalt stark unterscheiden. N. EF. Prokopen| 
hat gezeigt, daB der Peroxydasegehalt bei spitreifen Weizen- und Hater 
sorten héher ist als bei friihreifen. In dieselbe Richtung weisen auch di 
Angaben von M. £. Pronin4, daB die schnellreifen Formen der Getreicd: 
pflanzen (Sommer- und Friihhafer) sich in den ersten Entwicklungsstadien 
unterscheiden, da die Katalase und Amylase bei denselben aktiver als |. 
den Winterkulturen und bei der Spéatsorte des Hafers ist. Die schnellreifen 
Formen haben in einer kiirzeren Periode die nétige Menge von organische: 
Substanz anzuhaufen, daher ist auch bei denselben ein aktiverer fermenta 
tiver Apparat zu erwarten, soweit es tiberhaupt gelingt, diese Ferment: 
in aktiver Form zu sammeln. Die Hauptschwierigkeit im Auffinden von 
GesetzmaBigkeiten in der Arbeit mit Fermenten liegt darin, da®B mai 
infolge des leichten vollstandigen oder teilweisen Uberganges der Ferment: 
in das zymogene Stadium 6fters abweichende Resultate erhalt. 

In der biochemischen Literatur finden wir Versuche, den Ferment 
gehalt mit den Erscheinungen der physiologischen Immunitét in Zusammen 
hang zu bringen; so besitzen nach Ssuchorukow® einige Sonnenblumen 
sorten eine gréBere Widerstandsfaihigkeit gegen die Ansteckung mit Or: 
banche, und diese Eigenschaft ist mit der Aktivitét des Peroxydaseferments 
verbunden. 

Ebenso wird versucht, die erhéhte Fermenttatigkeit mit bestimmten 
niitzlichen Kennzeichen der Pflanzen in Zusammenhang zu bringen. Nac! 
Okanenko® hangt die Katalaseaktivitaét mit dem Kaltewiderstandsvermégen 
die Proteaseaktivitat mit der Schnellreifigkeit der Pflanzen usw. zusammen. 
Nach seinen Angaben ist es méglich, durch verbesserte Nahrungsbedingungen 
‘die Invertaseaktivitat in den Blattern der Riibe bedeutend zu steigern 
In einzelnen Sorten (Rassen) erscheint der ganze untersuchte fermentativ: 


1 M.Gracanin (diese Zeitschr. 180, 205, 1927) sagt: ..Die Aktivitat 
der Enzyme ist nicht von der Lebenstitigkeit des Protoplasmas abhangiy, 
weil auch die toten Zellen aktive Enzyme enthalten kénnen*. Von Interess 
ist, daB in letzter Zeit durch die Arbeiten von H. v. Euler u. Chr. Barthel and 
Mitarbeitern gezeigt worden ist, daB in trockener Hefe die Géarkraft in 
Vergleich zur lebenden nur um 35°”, abnimmt, wahrend die Entwicklungs- 
fahigkeit nicht 0,02”, iibersteigt; in den letzten Versuchen ist deutlich dir 
Trennbarkeit des Fortpflanzungsvermégens von der Garkraft gezeigt 
worden. Zeitschr. f. phys. Chem. 188, 237, 1929; 198, 251, 1931. 

2 K. Myrbdck u. G. Myrbdck, Wochenschr. f. Brauerei 4, 1, 1932. 

N. E. Prokopenko, Wiss.-agron. J. 4, 347, 1927 (russisch). 

M. E. Pronin, ebenda 7, 1928. 

K. Ssuchorukow, J.f.exper. Agron. d. Siidostens 8, 237, 1930 (russisc! 
A.S. Okanenko, Wiss. Notizen iiber Zuckerind. 1931 (russisch). 





Ges 
Kat 
fiih 


sort 


Kat 
die 
mai 


Au 
dal 
ehe 
Inf 
spe 
sch 
Die 
lain 
der 





ind als 


wal 

reEZe | 

ersten 
nga hey 
hnelley 
rsuchy 
nderey 
hl iiss. 


anzen- 


pens 
Hater 
ch dis 
treic: 
tadier 
als he 
lreifen 
uischey 
nenta 
‘mente 
nm von 
>} mal 
ments 


"ment 
nimen 
umen 
t Or 
ments 


nmtern 
Nac] 
nogen 
nmen. 
ungen 
‘igern 


tative 


bivitat 
angig, 
eresst 
el und 
ft in 
lungs- 
ch dis 
ezeist 


» 


ssc} 





Veranderlichkeit des Fermentgehalts in Samen und Friichten. 73 


° 

pparat (Invertase, Peroxydase, Katalase, Protease) bedeatend verstarkt, 
ie bei der Mangold-Sorte beobachtet wurde. Derartige Zusammenhinge 
werden immer mehr gefunden. In den meisten Fallen ist es eine komplizierte 
nd sehwierige Sache, direkte Verhaltnisse zwischen den Eigenschaften 
les pflanzlichen Materials und dessen fermentativen Kennzeichen auffindig 
zumachen. Doch die Sachlage selbst spricht dafiir, daB es an der Zeit ist, 
ich mit dem Studium der einzelnen Fermente bei einzelnen Pflanzensorten 
zwecks eingehenderer Charakteristik derselben zu befassen. Dadurch 
wird die Abschaétzung bisher noch nicht entratselter Pflanzeneigenschaften, 
wie Immunitaét gegeniiber Pilzen, Widerstandsvermégen gegen Frost und 
Trockenheit usw., mittels vereinfachter Methoden ermdéglicht. 

Wir sind in der Lage, vom biochemischen Standpunkte aus, rein- 
sortiges und reinliniges Material von geographischen Versuchen zu 
studieren, die im Institut fiir angewandte Botanik von Prof. NV. J. Vavilov 
angestellt worden sind. Die Grundlage unserer Untersuchungen ist 
die Veranderlichkeit des Fermentgehaltes in Samen_ verschiedener 
Herkunft und in verschiedenen Sorten und die Beobachtung der Ver- 
inderung der Fermentmenge in Samen und Friichten wahrend des 
teifens. Im folgenden berichten wir iiber neue Untersuchungen unseres 
Laboratoriums auf diesem Gebiete, im Zusammenhang mit friiheren 
Mitteilungen. 


Uber den Fermentgehalt in Samen je nach der Herkunft. 

In unseren friiheren Arbeiten teilten wir mit, daB wir in nérdlichen 
Gegenden Getreidesamen (Gerste und Weizen) mit héherem Gehalt an 
Katalase und Amylase als in siidlichen Gegenden erzielt haben. Wir 
fiihren hier einen solehen Versuch von Lischkewitsch mit drei Gersten- 
sorten, die aus der Ernte von 1928 stammen, an. 

Aus der Tabelle I ist die bedeutende Abnahme des Gehaltes an 
Katalase und Amylase beim Vorriicken von Nord nach Siid zu ersehen, 
die siidliche Berggegend aber (Héhe 1820 m) liefert Gerste von gleichem, 
manchmal noch gréBerem Fermentgehalt als im Norden. 

Die groBe Anzahl Versuche, welche mit dem Material geographischer 
Aussaat durchgefiihrt worden war, brachte uns auf den Gedanken, 
daB die erhéhte fermentative Kraft nicht mit geographischen, sondern 
eher mit klimatischen Faktoren in Zusammenhang zu_ bringen sei. 
Infolgedessen gelangten wir zum Schlusse, daB der Fermentgehalt, 
speziell der an Katalase, als empfindliche Reaktion fiir den physiologi- 
schen Zustand der Korner, naimlich des Reifegrades, dienen kann. 
Die Abnahme des Fermentgehaltes mit dem Reifen der Samen ist 
lingst schon in der Literatur vermerkt und in letzter Zeit besonders in 
der Arbeit von A. VN. Bach! und Mitarbeitern hervorgehoben worden. 


' Bach, Oparin u. Wdhner, diese Zeitschr. 180, 363, 1927; N,N. 
Iwanojff u. Lischkewitsch, 1. ec. 1929; Lischkewitsch, 1. c¢. 1930. 
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Tabelle I. 
Katalase- und Amylasegehalt nach Bach und Oparin, ausgedriickt in Kubik 
zentimeter n/10 K MnO, auf 1 g Trockensubstanz, in verschiedenen Gerste1 
samensorten aus der geographischen Aussaat von 1928. 





Nirdliche | Ostliche 


Nr. und Sorte 


der Gerste Punkte Breite Lange Katalase Amylase 

35 10,4 24,4 

37 | — | 59°44" 30° 28" | "9'9| 85. 23's 202 
ai Sesto | 5a] 14.0 

35 | 1,9) 19,5) 

37 Moskau 56° 40’ 57° 45’ 8,8} 2,7) 12,3) 15,2 
47 | 25) 13,3 

35 1,0) 14, me 

37 Charkow 50° 0’ 36° 14’ 0,9; 0,8) 11,1 
| | oe) | Bz 

35 0,8) 9,5 

37 Taschkent 41926’ 69°20’ 1,9: 1,1) 9,4) 10,0 
47 | os] 11.3 

35 | Krassnyi, Wodopad | | 0,4) | 5,1 

37 (bei Taschkent, 41°27’ | 69° 20’ 0,8} 0,6) 7,2} 6,0 
47 ohne Irrigation) | 0,5 5,8 

35 | Bakuriani | 14, 9) 34,9) 

37 (Berggegend, 41945’ 48931’ | 16,6'141) 23,.8' 26.4 
47 Hoéhe 1820 m) ! 10,8 | 20, I 


Wir, haben eine Reihe Versuche mit verschiedenen Kulturen, 
unter anderem mit Weizen, durchgefiihrt und sind zu dem SchluB ge- 
langt, daB man nach dem Fermentgehalt iiber die Unreife der Samen 
dann urteilen kann, wo dieses nach auBeren morphologischen Merk- 
malen unméglich ist. 

In unserem Laboratorium hat S. P. Prisemina eine Reihe Daten 
iiber den Lipasegehalt in Ricinus verschiedener Herkunft geliefert. 
Diese Kultur reicht in den Grenzen der Union bis Charkow, wird hier 
aber nicht voéllig reif. Aus den weiter angefiihrten Daten ist zu ersehen, 
daB die Lipasemenge in nérdlichen Punkten viel bedeutender ist, wobei 
es sich gezeigt hat, daB das aus diesen Mustern erzielte Ol eine héhere 
Jodzahl aufweist, was gewohnlich von einer Unreife der Samen zeugt. 

Diese Beispiele der Abnahme des Lipaseferments in den Ricinus- 
samen aus siidlichen Gegenden haben uns iiberzeugt, dab die Fermente 
als Kennzeichen des Reifegrades der Samen dienen kénnen. Dariiber 
haben wir schon Mitteilung gemacht. Auf Grund unserer Daten will 
W. Schmidt! nach dem Katalaseindex der Tannen- und Fichtensamen 
iiber die Herkunft des Samens aus bergigen, nérdlichen oder siidlichen 
Gegenden urteilen; im letzteren Falle ist derselbe viel niedriger als in 
den er rsten beiden. 


1 Ww. Schmidt, Forstarchiv, 1930, Heft 15, S. 307. 
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Tabelle II. 


Lipasegehalt in Samen von Ricinus communis verschiedener Herkunft und 
Saurezahl des hieraus gewonnenen Ols. Samenernte von 1926*. 





degen | Nigehe Olcbe pure Sauter 
Nemertschansk . . 48° 40’ 27° 40’ 11,6 12.5 
Chasmow.... 50 «(0 36 14 11,5 6.5 
Poltawa ..... 49 35 34 34 10.4 7,7 
Krim (Jalta) . . . 44 32 34 15 8,3 1,1 
Taschkent .... 41 26 69 20 6,7 1,3 


Wenn beim Reifen der Samen iiberhaupt ein Ubergang in das 
zymogene Stadium beobachtet wird, so verlauft in nérdlichen Gegenden 
dieser ProzeB lange nicht bis zu Ende. 

Das Reifen der Samen ist auch mit einer Reihe anderer physio- 
logischer Kennzeichen zu verbinden. Liiers'! und Mitarbeiter haben 
gezeigt, daB je nach dem Reifen der Gerste in den Zellen das Oxydations- 
reduktionspotential sinkt, welches beim Keimen schnell steigt. Die- 
selben Autoren haben beim Verwandeln der Gerstenkérner in Mehl, 
welche in verschiedenen Reifestadien gewaihlt worden waren, die post- 
mortale Atmung an Hand der Sauerstoffabsorption beobachtet: nach 
ihren Versuchen haben 0,5 g Mehl aus unreifen Kérnern in 1 Stunde 
131 cmm Sauerstoff absorbiert, dagegen dieselbe Menge Mehl aus reifen 
Kérnern im ganzen nur 15cmm. Unter Benutzung der oben erwaihnten 
Tatsachen, wie auch durch Bestimmung des Oxydationsreduktions- 
potentials konnten wir an das Problem des Reifens niher herantreten, 
indem wir uns auf objektiv bestimmbare Kennzeichen stiitzten. 

Aber nicht bei allen Olsamen andert sich der Lipasegehalt in Ab- 
hangigkeit von verschiedenen geographischen Bedingungen. Auch in 
den Hanfsamen haben wir noch einige Unterschiede, aber die Lipase 
des Leins bleibt schon unverandert, wie aus der Tabelle ITI zu ersehen ist. 

Wir sehen, daB die schwach entwickelte Lipase des Leins aus 
verschiedenen Gegenden des Landes kaum Schwankungen aufweist. 

Besonders bemerkenswert ist die Ubereinstimmung des Katalase- 
und Amylasegehaltes bei Erbsen verschiedener Herkunft, nach den 
Angaben von S. P. Prisemina. 


* Die Lipasewirksamkeit ist nach Wheldal-Onslow in Kubikzentimeter 
n/l0 KOH ausgedriickt, die fiir die Titration der unter der Einwirkung 
des Ferments gebildeten Fettsiuren auf 1 g Substanz verbraucht wurden. 
Die Aziditat des Ols ist in Milligramm KOH, welche zur Neutralisation 
von 1 g Ol verbraucht werden, ausgedriickt. 

1 H. Liiers, H. Fink u. W. Riede, Wochenschr. f. Brauerei 47, 393, 1930. 





76 N. N. Iwanoff: 


Tabelle IIT. 


Der Lipasegehalt von Hanf und Lein in Kubikzentimeter n/10 KO} 





Lipasegehalt 


Kultur Gegend Rayon der Union in eem 0/10 KOH 
Hanf Nowgorod nord-westlich 49 
Moskau zentral 3,5 
Dnjepropetrowsk siidlich 2,8 
Lein Nowgorod nord-westlich 2.5 
Moskau zentral 2,5 
Ssaratow stid-dstlich 2,2 


Tabelle IV. 


Katalase- und Amylasegehalt bei ein und derselben Erbsensorte (Nr. 97 
verschiedener Herkunft aus der Ernte von 1924. 





Gegend Nirdliche Breite Ostliche Linge Katalase Amylase 
ae 54° 17’ 30° 59’ 21,8 4,2 
Dotnawa ... 55 23 23 52 21,1 3,7 
ae 50 27 39 28 20,8 3,0 
Cherkow .. . 50 00 36 14 20,2 5,1 
Bakuriani . . 41 45 43 31 22.1 4.4 


(Hohe 1820 m) 


Hier sind von besonderem Interesse in einzelnen Fallen die Daten, 
‘welche (fiir Katalase tibereinstimmen: obgleich der Amylaseindex 
Schwankungen aufweist, die nicht mit den geographischen Faktoren 
verbunden sind, so verdient diese Tatsache besondere Aufmerksamkeit 
Der gleiche Fermentgehalt ist mit der’allgemeinen Bestandigkeit de1 
chemischen Zusammensetzung der Erbsensamen in Zusammenhang zu 
bringen, aber vorlaufig sind wir nicht imstande, zu erklaren, warum 
diese Bestaindigkeit der chemischen Zusammensetzung von gleiche: 
Fermentmenge begleitet wird. 

In den Sojabohnen verschiedenen Ursprungs wurde ebenfalls ein 
gleichbleibender Katalasegehalt festgestellt. 


Tabelle V. 


Eine und dieselbe Sojasorte ergab folgende Kennzeichen fiir Katalase und 
Lipase. 





Punkt Rayon Katalase Lipase 
Krassnyi Kut. . . Mittel-Wolga 36,6 
Taschkent ... . Mittel-Asien 34,4 2,8 
Primorskaja Stan. . Ferner Osten 35,1 2.4 





In einer ganzen Reihe anderer Faille iiberzeugten wir uns, daB fii 
die Soja kein Unterschied im Lipase- und Katalasegehalt in Abhangigkeit 
von geographischen Faktoren existiert. 
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Ks ist noch die Tatsache zu vermerken, da} gleiche Fermentmenge 
in einigen Fallen und stark schwankende in anderen an einem Material 
hbeobachtet wird, welches eine Reihe von Jahren aufbewahrt wurde. 
.s folgt, daB die Samen von einem bestimmten Fermentgehalt denselben 

ihrend eines bestimmten Zeitraumes aufrecht erhalten: wenigstens 
haben wir nicht bemerkt, daB mit der Zeit des Aufbewahrens der Samen, 
bei denen friiher Unterschiede im Fermentgehalt entdeckt worden 
waren, ein Ausgleich derselben stattfand. Wir beobachten also bei 
cinigen Kulturen (Getreide) einen bedeutenden Unterschied im Ferment- 
vehalt in Abhangigkeit vom geographischen Faktor, bei anderen gar 
keine Unterschiede. Diese fermentativen Kennzeichen erscheinen 
charakteristisch fiir verschiedene Kulturen, und die GesetzmaBigkeiten 
werden erhalten, ungeachtet dessen, da wir das Material fiir unsere 
Bestimmungen aus Feldversuchen entnommen haben, wo eine Reihe 
Faktoren unbeachtet geblieben ist. 


Die Anderung der Fermente im ProzeB des Reifens. 

Die oben beschriebenen Versuche tiber héheren Fermentgehalt 
in Getreidekérnern nérdlicher Herkunft haben wir mit unvollstandigem 
Nachreifen derselben in Zusammenhang gebracht. Die Daten einer 
Reihe von Autoren, unter diesen der Bachschen Schule, haben gezeigt, 
wie die Fermentmenge beim Reifen abnimmt. Wir fiihren hier Beispiele 
des Reifens von Friichten unter natiirlichen Bedingungen, wie auch 
des Reifens unter dem Einflu8 von Athylen an, welche die groBe Ampli- 
tude der Veranderlichkeit des fermentativen Apparates je nach dem 
Alter der Zelle bestatigen. 

W. W. Arassimowitsch hat die Umwandlung der Substanzen und 
der Fermente beim Reifen der Friichte und Samen von Kiirbis und 


Tabelle VI. 
Die Dynamik der Fermente der Samen beim Reifen. Ernte 1980. Die 
Zahlen sind auf 1 g lufttrockene Substanz berechnet. 





Alter in Tagen Katalase Saccharase Lipase 
— 86 in cem n/10 K MnO, in ecm n/10 K MnO, in cem n/10 KOH 


A. Kiirbis (Sorte weil Besentschukskyi). 


20 299,4 — 8,2 
25 392.4 185,0 9.4 
28 281,6 149,0 7,25 
35 187,4 127,0 4.0 
49 99,0 80,0 3.5 
B. Speisekiirbis yon ovaler Form. 
22 230,0 182.5 13,35 
25 278.0 161,58 11,30 
29 129.5 171,5 9,45 
44 131.5 75,0 4,15 


80 118,5 — 
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Speisekiirbis von ovaler Form untersucht. Es erwies sich, daB de 
Gehalt an Katalase, Saccharase und Lipase beim Reifen der Kiirbis. 
samen regelmaBig sinkt. 

Beobachtet man die Dynamik der Reifungsprozesse nicht nur in 
den Samen, sondern auch im Fleisch der Friichte, so hat man dasselhe 
Bild des Schwindens der Fermenttatigkeit. In dem angefiihrten Beispic| 
mit der Fermentumwandlung beim Reifen der Frucht des langen Kiirbi- 
finden wir in einzelnen Fallen nicht die in diesen Fallen gewéhnliche 
GesetzmaBigkeit, aber das Gesamtbild bleibt unverandert?. 


Tabelle VII. 


Die Dynamik der Fermente beim Reifen der Friichte. Ernte 1930. 





Katalase Saccharase 
Alter in Tagen in com n/10 KMn0O, in cem n/10 K MnO, Pu des Saftes 
in3g in lg 


A. Speisekiirbis von ovaler Form. 


4 10,15 69,90 6,7 
7 -- 75,90 — 
8 3.00 68,80 6.4 
14 0,70 25,50 6.2 
20 0,80 _ 6.4 
22 1,45 7.80 6.5 
23 0.55 2.40 6.8 
36 — 2.80 6.6 
B. Kiarbis. 
4 8,60 120.5 6.9 
9 2.55 70.5 6,5 
10 5,55 59.4 6.5 
15 1,85 28,8 6,1 
23 0,20 22.8 6.5 
23 1,70 16,6 6,4 


Von Interesse ist der Vergleich einer gewissen UnregelmaBigkeit 
der Kurve des Sinkens der fermentativen Tatigkeit mit dem Lagern de: 
Substanzen in den Friichten des Kiirbis und des Speisekiirbis von 
ovaler Form, wo wir keine allmahliche Zuckeranhaufung, wie bei anderen 
Friichten, beobachteten; dieses hangt teilweise vom Ubergang des 
Zuckers in Starke ab, teilweise laBt es sich durch die Wanderung des 
Zuckers in die Samen erkliren. Dieses ungewéhnliche Bild des Ab- 
lagerns von Substanzen zeigt sich in der Dynamik der Ferment 
umwandlung. 

Gewoéhnlich nehmen wir zur Bestimmung der Fermente vic! 
Samen; dadurch wird der Unterschied in den Reifegraden einzelne: 


1 W. W. Arassimowitsch, Biochemisches Studium des Kiirbis (nicht 
ver6ffentlicht). 
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ley samen ausgeglichen; geht man aber zu den einzelnen Koérnern iiber, 
is.  findet man auch hier bedeutende Unterschiede. In unserem Labora- 
torium hat M.J. Smirnowa die Maiskérner einer Ahre geprift; nicht 
nur einzelne Ko6rner erwiesen sich nach der chemischen Zusammen- 


~~" setzung ungleichwertig, sondern auch einzelne Teile derselben gaben 
sol in dieser Hinsicht ein verschiedenes Bild, was schon friiher von ameri- 
™ kanischen Forschern vermerkt worden ist. Von besonderem Interesse 
in war die Beobachtung, daB die Kérner des unteren Teiles der Ahren 


von Zuckermais vier- bis fiinfmal mehr Katalase enthielten als die des 
oberen Teiles. 

Tabelle VIII. 
Der Katalasegehalt in Kérnern vom oberen und unteren Teil der Mais- 
ihren, in Kubikzentimeter n/10 KMnO, auf 0,25g Trockensubstanz 





ausgedriickt. 
Kirne: Korner 
Maissorte des oberen Teils des unteren Teils 
der Ahren der Ahren 
Karly Evergreen... 1,44 6,66 
Black Mexican. . . . 2.31 12,15 


Dieser bedeutende Unterschied im Katalasegehalt in den Kérnern 
vom oberen und unteren Teil der Maisaihren ist durch ungleichen Reife- 
grad zu erklaren; die unteren Korner sind weniger reif als die oberen, 
und dieser Unterschied bleibt, denn es wurden Ahren untersucht, die 
der Ernte vor 2 Jahren entnommen waren. 


Fermente in kiinstlich reifenden Friichten. 
Die Samen fangen beim Keimen an, die im zymogenen Zustande be- 
findlichen Fermente derselben in den aktiven Zustand iiberzufiihren; wie 
aber der fermentative Zellenapparat beim schnellen kiinstlichen Nachreifen, 


it welches unter Einwirkung des Athylens stattfindet, sich entwickelt, ist 
ler ungeklirt. Durch die Arbeiten von Sievers und True', Denny? und be- 
on sonders Harvey*® und seiner Mitarbeiter ist die Athylenwirkung beim Nach- 
- reifen der Friichte eingehend erforscht worden. Eine Reihe Arbeiten von 
Nord* behandelt den Mechanismus der Athyleneinwirkung auf die Per- 
es meabilitat des Protoplasmas; durch diese Einwirkung wird die Permeabilitat 
les der Zellen gesteigert und dadurch auch die enzymatische Wirkung. Aus 
b- Harveys Untersuchungen wissen wir, daB in den Friichten unter dem 
it EinfluB des Athylens eine erhé6hte Umwandlung der Starke in Glykose, die 
Inversion des Rohrzuckers, Verstaérkung des Atmungsprozesses stattfindet ; 
ie] ; : 
C1] 1 Sievers u. True, Bur. of Plant Industry Bull. 232, 1912. 


2 Denny, J. Agr. Res. 27, 157, 1924; Bot. Gaz. 77, 322, 1924. 

3 Harvey, Bull. 247. University of Minnesota Agr. St. 1928. 

ht 4 Nord u. Franke, J. of biol. Chem. 79, 27, 1928; Nord, Zeitschr. f. 
ang. Chem. 48, 1017, 1929; Ergebnisse der Enzymforschung, 1932. 
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alles dieses erfordert eine erhéhte Tatigkeit der Fermente. Anderers: 
ist wohlbekannt, da8 die Pflanzenzellen bei der Autolyse eine Neubildi 
von Fermenten hervorrufen; davon zeugen die alten Daten von W. 
Palladin (1921) iiber die Bildung der Peroxydase und Amylase und 
neuen Daten von Waiillstdtter iiber Steigerung der Saccharase bei der Hel; 
autolyse, wie auch unsere eigenen Daten (gemeinsam mit M.A. K 
drjawzewa' iiber den Ubergang der Saccharase in L6sung bei der allmahliche 
Autolyse des Mvcels von Aspergillus niger. Der EinfluB des Athylens beste!) 
nach unseren Versuchen in einer bedeutenden Erhéhung bis zu 300 
der Zellatmung; infolge erleichterten Durchgangs von Sauerstoff in cd 
Innere der Zellen? findet Fermentanhaufung im Resultat einer teilweise 
Autolyse lebender Zellen statt; dieser Proze®B fiihrt zu einer schnellen 
Alterung der Zellen. 

Es ist noch beizufiigen, daB nach den Versuchen von Englis und 
Zannis® das Athylen an und fiir sich die Wirkung der Takadiastas: 
und der Hefesaccharase nicht beschleunigt, wenn die Lésungen, in den: 
der fermentative Zerfall stattfand, mit Athylen gesattigt waren. D 
Steigerung der Tatigkeit der Fermente findet nur bei Einwirkung d 
Athylens auf die lebende Zelle statt. 


Tabelle 1X. 


Die Athyleneinwirkung auf die Saccharasebildung. 





Saccharase 


Verench Versuchsmaterial Versuchsbedingungen in ccm n10 K Mn0), 
Nr. auf 1 ecm Saft 
1 Saft von 7 Tage aufbewahr- Je 2,5cem Saft wurden  Kontrolle 11,25 
ten Gurken. Kontrolle bei 35° mit 200mg, Athylen 23,21 
in der Luft, Versuch in Saccharose 20 Std. 
einer Athylenatmosphire — stehengelassen 
1: 1000 
2 14 Tage lang aufbewahrte Je 10cem Saft wurden  Kontrolle 1,4 
Sinap-Apfel. Kontrolle in bei 45° bei py = 5,2 = Athylen 3,9 
der Luft, Versuch in mit 200 mg Saccha- 
; einer Athylenatmosphare| rose 21 Std. steben- 
1: 1000 | gelassen 


Wenn der normale ReifungsprozeB zur Verkiirzung der Tatigkeit 
des fermentativen Apparates fiihrt, so fiihrt eine andauernde Auf 
bewahrung in Athylen 1: 1000 zu teilweiser Autolyse der Gewebe und 
zur Neubildung von Fermenten. 

Im Zusammenhang mit der bedeutenden Atmungsverstarkung in 
mit Athylen behandelten Portionen steigt auch die Menge der Pe: 
oxydase. 


' Diese Zeitschr. 212, 241, 1929. 
2 N. N. Iwanoff, Prokoschew u. Gabunya, Bull. of Appl. Bot., Geneti: 
and Plant Breed. 25, I, 223, 1931. 


3 Englis u. Zannis, J. Amer. Chem. Soc. 52, 797, 1930. 
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Tabelle X. 


Gurkensaft (Darstellung 3, Tabelle LX) ergab Peroxydasegehalt nach 


Kontrollportion 17,32 cem | 


‘ . NOK 7 20 Saft. 
Athylenportion 34,48 ,, jn 10 KMnO, auf 10 cem Saft 


Diese Zunahme der Peroxydase beim Athylennachreifen wird von 
einer manchmal merklichen Abnahme des Katalasegehalts begleitet. 
Derselbe Gurkensaft, gepriift auf Katalase nach Bach und Oparin, 
ergab: 
Kontrollportion 8,18 cem | 


* . Sige ‘10 KY) ) 0 ccem Saft. 
Athylenportion 6,15 ,, j n/I K MnO, auf 10 ccm Saft 


In einem anderen Versuch wurden griine Tomaten 10 Tage lang stehen- 
elassen: die einen in Luft, die anderen in Athylen 1: 1000. 

Der Saft beider Portionen zu je 10cem wurde auf Katalasegehalt 
»priift : 

Kontrollportion 54,49 cem 

Rioteneation 18,86 ,, n/10 KMnO,. 

Die Abnahme der Katalasemenge in den mit Athylen behandelten 
Portionen ist in Zusammenhang mit der bedeutenden Atmungsver- 
starkung in diesem Falle zu setzen. Wir konnten beobachten, daB im 
ersten Moment des Samenkeimens die Katalasemenge in denselben im 
Zusammenhang mit der Atmungsverstarkung sinkt und daB spater eine 
neue Katalasemenge entsteht. Dieselbe Abnahme und spaitere Zunahme 
der Katalase beim Samenkeimen des Hanfes hat Stephan! beobachtet. 
Aber der Unterschied zwischen den keimenden Samen und den mit 
Athylen behandelten Fruchtgeweben besteht darin, daB in den Ge- 
weben der reifen Friichte keine Neubildung der Katalase mehr statt- 
findet, da im weiteren diese Gewebe zu schnellem Absterben bestimmt 
sind; die Friichte werden weich infolge Lésung der interzellularen 
Substanz, und die Menge der vorritigen Nahrungsstoffe in denselben 
sinkt stark. 

Cherhaupt weist das Verhalten der Fermente beim Reifen de: 
Samen und Friichte auf den Zustand der lebenden Zelle; im ersten 
Stadium fiihrt das Reifen zur Abnahme des fermentativen Apparates, 
aber bei kiinstlicher Beschleunigung des Nachreifens unter dem Einflub 
erleichterten Durchdringens von Sauerstoff findet verstarkte Neubildung 
von Fermenten (Saccharase, Peroxydase) statt, und die Zelle altert, 
wobei Autolyse der Gewebe entsteht. 


1 Stephan, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 47, 661, 1929; K. Myrbdck u. 
S. Myrbdck (1. c.) haben die Abnahme der Katalaseaktivitaét wahrend des 
Aufweichens der Gerste beobachtet; im weiteren nahm die Katalasekraft 
die ganze Zeit zu. 
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Die fermentative Verinderlichkeit je nach der Samensorte. 


Oben sind die Angaben von Prokopenko, Pronin u. a. angefiil.rt 
worden; diese Autoren bringen die Fermentmenge in den Pflanzen 
in Zusammenhang mit spater oder friiher Reife, mit Winter- und Somm r- 
formen usw. Es gibt auch andere vereinzelte Tatsachen, wo die Pflanzey- 
sorten sich merklich durch den Gehalt an einzelnen Fermenten unter- 
scheiden. M. I. Smirnowa hat eine Reihe Untersuchungen mit einzelnen 
Sojasorten aus der Aussaat des Instituts fiir Pflanzenzucht durc\)- 
gefiihrt. Wir konnten keine Sortenunterschiede in betreff der Katalase 
bei den von uns untersuchten Sojasorten feststellen. 


Tabelle XJ. 


Die Aktivitat der Katalase in Mehl von verschiedenen Sojasorten, aus 
gedriickt in Kubikzentimeter n/10 KMnO, auf 1 g lufttrockene Substanz. 





Lt. ; Ipi =a is ate i 
Sojasorte Station Primorskaja, Station Rostow, 


ferner Osten Nordkaukasien 
Charbinsche 111... 27,98 27,90 
Chabarowsksche 109 . 29,34 26,69 


Somit unterscheidet sich die Katalase im gegebenen Faille weder 
nach der Sorte, noch nach der Gegend des Aufwachsens. Aber der 
Peroxydasegehalt unterscheidet sich scharf in den einzelnen von uns 
untersuchten Sorten. 

Tabelle XII. 
Die Aktivitat der Peroxydase in Kubikzentimeter n/10 KMnO, auf lg 
lufttrockene Substanz. 





Station Primorskaja, Station Rostow, | /Schetschenseh: 


Nr. Sojasorte ferner Osten Nordkaukasien OE, = 
A Chabarowsksche 109 . 55,20 77,54 65,75 

2 Mandschurei . .. . 34,78 33,57 84,2 

3 Gunddschulin . . . . 19,13 16,81 22.5 

4 Charbinsche 118. . . 02 12,4 — 

5 Sstawropol ..... 9,22 7,56 19,08 


In den entfernten Distrikten, im fernen Osten, in Nordkaukasien 
und Transkaukasien, unterscheiden sich scharf die fiinf untersuchten 
Sorten im Peroxydasegehalt, der von der ersten bis zur fiinften Sorte 
abnimmt. Aber nicht in allen Distrikten beobachten wir eine solche 
deutliche GesetzmaBigkeit; so z. B. ergab die mandschurische Sorte 
im Tschetschenschen Distrikt bedeutende Steigerung im Vergleich zu 
den zwei anderen Gegenden. 


Aber soviel ist sicher, daB ein groBer Unterschied in den Sorten 
in betreff des Peroxydasegehaltes besteht. Dieses Kennzeichen muti 
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ch bei der praktischen Ausnutzung der Soja in Betracht gezogen 
erden. Bei der Herstellung von Sojamilch werden die Sojabohnen 

ifgeweicht, und in dieser Zeit entstehen Oxydationsprozesse, die zu 
unangenehmem Beigeschmack der Milch fiihren. Man muB die Be- 
deutung der Peroxydase in diesem technologischen ProzeB studieren 
und dieses Kennzeichen fiir die Abschatzung der Sojabohnenqualitat 
ausnutzen. 

Unsere Kenntnis von der Rolle der Urease in den Sojasamen ist 
gering; es ist noch unklar, warum diese Samen selbst im ruhenden 
Zustande soviel Urease enthalten. M./. Smirnowa hat den Urease- 
yehalt in zwei Sojasorten von drei Distrikten bestimmt. 


Tabelle XIII. 
Vergleich des Ureasegehalts in zwei Sojasorten aus drei Distrikten nach 
45 Stunden Einwirkung!. 





Tschetschensche 


Sojasorte Station Primorskaja Station Rostow Station 

®,, Harnstoffzerfall ©») Harnstoffzerfall » Harnstoffzerfall 
Chabarowsksche 109. 60,76 54.9 43.5 
Charbinsche 111... 37,41 22,9 27.0 


In dieser Tabelle unterscheiden sich die beiden Sorten aus allen 
Gegenden im Ureasegehalt fast um das Doppelte. Der EiweiBgehalt in 
diesen Samen unterscheidet sich aber wenig voneinander, so daf es 
nicht gelingt, den Ureasegehalt mit dem EiweiBgehalt in Beziehung 
zu setzen. 

Dieser Unterschied im Fermentgehalt muB® noch ausfiihrlicher 
studiert werden, denn hier liegt der Schliissel zur Aufklarung der 
Sortenunterschiede. 

Von einer GesetzmaBigkeit, welche uns erméglichte, nach der 
Fermentmenge die Sorten zu unterscheiden, ist noch lange nicht die 
Rede, aber wir besitzen regelmaBige Hinweise, welche im weiteren zu 
studieren sind, um dieses Kennzeichen in der Biochemie der Pflanzen- 
sorte auszunutzen. Der Fermentgehalt in einzelnen Sorten mu studiert 
und als diagnostisches Kennzeichen der Sorte ausgenutzt werden. 


1 Vergleichende Ureasebestimmungen wurden in folgender Weise aus- 
gefiihrt. Zu 10g Sojamehl wurde je 100 cem 30° ig. Athylalkohol zu- 
gegeben, und nach Stehen wahrend der Nacht wurde filtriert. 10 cem 
desselben wurden zu 100cem 10° iger Harnstofflosung zugesetzt und 
in verschlossenen Kolben 4 Stunden bei 15° aufbewahrt; zum Versuch 
wurden aus jedem Kolben 5 cem entnommen und nach Zugabe von LOO cem 
kalten Wassers das entstandene Ammoniak in Gegenwart von Methylorange 


titriert ; siehe Hindmarsh, Austral. J. exper. Biol. and med. Sei. 3, 167, 1926. 


6* 
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Der Unterschied im Fermentgehalt in Abhingigkeit von der chemise} ey 
Zusammensetzung der Samen. 


In der Literatur fiir Bierbrauerei kommen éfters Hinweise vo, 
daB die Fermentkraft in Malzsorten sich bedeutend unterscheide+t. 
je nach der Gerstenqualitét!. Wir hatten Gelegenheit, ein und diesel!) 
Gerstensorten, aber unter verschiedenen Bedingungen aufgewachsen. 
welche eine Anhaufung von mehr oder weniger groben Eiweibmengen 
hervorriefen, zu studieren. Beim Keimen derselben in Verlauf yon 
3 bis 5 Tagen unter gleichen Bedingungen haben wir stets beobachtot, 
daB in den hocheiweibhaltigen Gersten der Starkezerfall viel schnel|« 
als in minder eiweiBreichen stattfindet. Dem reichen Material entnehmen 
wir einige Daten, die das Gesagte bestiatigen?. 


Tabelle XIV. 


Die Menge der zerfallenen Starke in Prozenten bei hoch- und mindereiwei{i- 
reichen Gersten verschiedener Herkunft. Ernte 1929. 





Starkezerfall in 


Gersten- Gegend der Aussaat Eiweif Stirke | Gewicht von  Mittel aus 2 Prober 
sorte Loic 1000 Kérnern —_—_— 
Oo 0/5 3Tage | 5 Tage 
Gola ! Minsk (Stat. Bolotnaja) 19,83 46,54 34,5 26,7 46,9 
\ Pleskau 10,97 56,48 37,0 12,2 35,9 
Bohmen | Krassnyi Kut 19.9 47,1 38,8 19,25 43,3 
\ St. Engelhardt 10,7. 57,5 41,6 13,3 35,2 


Betrachten wir die Daten der Tabelle XTV, so miissen wir annehmen, 
daB der bedeutendere Starkezerfall bei eiweiBreichen Gersten von der 
gréBeren wahrend des Keimens sich bildenden Diastasemenge abhangt 

Der folgende Schritt unserer Arbeit bestand in der Darstellung 
von Malz aus ein und derselben Sorte hoch- und mindereiweiBreiche: 
Gersten, die gleichzeitig und unter streng gleichen Bedingungen der 
Temperatur und der Feuchtigkeit durchgefiihrt wurde. Nach 24 Stunden 
Aufweichen keimten die Gersten bei 10 bis 13° auf befeuchtetem Filtrier- 
papier. Nach 4 bis 5 Tagen, als die Wurzeln eine Linge von 1 bis 1,5 cm 
erreicht hatten, entnahmen wir solche gekeimten Kérner den _ver- 
schiedenen Portionen und trockneten dieselben gleichzeitig bei 30 bis 40”. 
Nach Entfernung der Wurzeln wurde das Malz gemahlen. Zum Versuch 
wurden je 0,5g Malzpulver abgewogen, je 35ccm Phosphatpuffer 
pu = 5,0, und 5 Tropfen Toluol zugegeben. Die Kolben wurden wahrend 
10 Minuten mechanisch geschiittelt, dann im Thermostaten bei 35" 


1 W. Windisch, Wochenschr. f. Brauerei 1927. 
2 Die weiter beschriebenen Versuche sind von unserem Mitarbeiter 
Frau Dr. W. A. Kirssanowa ausgefiihrt. 
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|. 2, 4 Stunden lang gehalten. Danach wurde im Filtrat der Zucker 

h Bertrand bestimmt; nach der Maltose wurde dann die Menge der 
yorfallenen Starke berechnet; hierbei wurde natiirlich die im Malz 
yor dem Versuch enthaltene Zuckermenge beriicksichtigt. 


Tabelle XV. 


\Vergleichende Bestimmung der Diastasekraft in Malz aus Gersten von 
verschiedener chemischer Zusammensetzung. Ernte 1929. 





Auf 200 g Stirke war wihrend des 


Gersten- Eiwei8 Stirke Versuchs zerfallen nach 
sorte Gegend der Aussaat 
1 Std. 2 Std. 4 Std. 
{ 0 0 


Gola ! Minsk (Stat. Bolotnaja) 19,83 46,54 20,4 38, 67,3 
ee Pleskau 10,97 56,48 11,4 46,2 


Wiene } Minsk (Stat. Balotnaja) 17,27 46,54 25,7 68,7 
| Pleskau 11,35 56,18 12.0 24.4 38.9 


Aus diesen Daten ist zu ersehen, daB im Malz von eiweibreichen 
Gersten eine aktivere Amylase enthalten ist. 

Es wurde noch eine Reihe Versuche zwecks Studiums der Diastase- 
wirkung dieser Malze auf fremde Starke angestellt. Zu diesem Zwecke 
wurde eine 1%ige Lésung ,,Lésliche Starke‘ von Kahlbaum gewahlt; 
zu 40 cem derselben wurde je 1 com Malzextrakt, das 20 mg trockenem 
Malz entsprach, zugesetzt, und die Kolben wurden mit Toluol bei 35° 
1, 2, 4Stunden stehengelassen. Nach Verlauf des entsprechenden 
Zeitraums wurde im Filtrat nach Bertrand die Maltose bestimmt und 
danach die Menge der zerfallenen Starke berechnet. Die Resultate 
zweier Versuche sind in der Tabelle XVI wiedergegeben. 


Tabelle XVI. 


Vergleich der diastatischen Kraft verschiedener Malze bei Einwirkung auf 
1°. lésliche Starke. Das Material fiir die Versuche war dasselbe wie in der 
vorigen Tabelle. 





Eiweifigehalt Stirkezerfall in © 9 wihrend 
Sorte Gegend der Aussaat der Gerste ‘ 
1 Std. 2 Std. 4 Std. 


Minsk hoch zi, 34.6 49.5 
16 26,4 41,8 


. | 
Gold Pleskau niedrig 


Wien or | Minsk hoch 95.2 426 54.0 
er Pleskau niedrig 3.9 296 369 


Diese Versuche und eine Reihe anderer, wo nicht mit Extrakt aus 
Malzpulver, sondern mit trockenem Malzpulver gearbeitet wurde, 
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fiuhren uns zum SchluB, daB die hocheiweiBhaltigen Gersten eine 
deutend stirkere Amylase enthalten. 

K. Myrbdck (1. ¢.), welcher die von uns ihm zugesandten hov|)- 
eiweiBhaltigen Gerstenmuster untersuchte und dieselben mit don 
schwedischen verglich, schreibt: ,,Die russische Gerste enthielt aly) 
auBerordentlich viel mehr Amylase als die schwedische’*. Wir miisse) 
sagen, da unsere Gersten eine starkere Amylase enthalten, aber dic 
welche mehr Eiweif8 enthalten, erscheinen auch hochfermentatiy 
Fir die Herstellung von Malzextrakt, welcher eine starke Amylase 
enthalt, schlagen wir in unserer Union die hocheiweiBhaltige Gerste 
vor, wobei die besten Resultate nach Rasumow! die kleinsten Kérner 
liefern, die gew6hnlich in der Brauerei am wenigsten geschatzt werden 

Bisher wurde wenig auf den Zusammenhang zwischen der chemischen 
Zusammensetzung der Samen und der fermentativen Kraft derselben 
geachtet. Das Beispiel der Gerste zeigt, daB man auf diesem Weg 
Daten erzielen kann, welche uns erlauben, die chemische Zusammen 
setzung mit physiologischen Kennzeichen in Verbindung zu_bringen 
Eine weitere Arbeit erscheint hier iuBerst notwendig. Als einzige [e- 
dingung aller vergleichenden Versuche erscheint die Notwendigkeit 
mit reinsortigem Gerstenmaterial zu arbeiten, da laut vielen Daten di 
fermentativen Kennzeichen der Sorten sich sehr stark unterscheiden 
k6nnen. 

Schliisse. 

Es liegen zahlreiche Beobachtungen vor, die uns erméglichen, den 
Fermentgehalt in Samen und Friichten mit der geographischen Her- 
kunft, dem Reifegrad, dem Sortenunterschied und der chemischen 
Zusammensetzung desselben in Zusammenhang zu bringen. Doch ist 
auf diesem Gebiete das Material noch unvollstandig: die bisher ent- 
deckten Tatsachen fiihren uns zum SchluB, daB die fermentativen 
Kennzeichen beim Abschatzen der Qualitaét von Samen und Friichten 
von Nutzen sein werden. 

Es ist uns gelungen, zu zeigen, da bei den Getreiden (Gerste 
Weizen) die Menge der Katalase und Amylase viel héher im Norden und 
in Berggegenden ist, daB diese Erscheinung mit der physiologischen 
Unreife zusammenhingt. Doch konnten in den Samen der Erbse und 
Soja aus verschiedenen Punkten der Union keine fermentativen Unter- 
schiede aufgefunden werden. 

Mit dem Grade des Reifens von Friichten und Samen von Kiirbis 
und Speisekiirbis von ovaler Form beobachten wir an denselben 
ebenfalls eine Abnahme der fermentativen Tatigkeit. Als wir abe: 


! Rasumow, Garungsindustrie 1932 (russisch). 
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, kiinstlichen Nachreifen unter dauernder Einwirkung von schwachen 
vlenkonzentrationen tbergingen, beobachteten wir, daB gleich nach 


i 


un Schwinden der Fermenttatigkeit ein weiteres Stadium zu ver- 
zen ist, wo eine erhéhte Fermentbildung (Saccharase, Peroxydase) 
ProzeB des Zellaufbaues und der Autolyse der Gewebe stattfindet. 
Wir beobachten bedeutende fermentative Unterschiede (Per- 
oxydase, Urease) in den Sojaarten, wobei diese Unterschiede bei der 
\ussaat in weit voneinander liegenden Gegenden (Ferner Osten, Nord- 
kaukasien, Transkaukasien) sich wiederholen. Endlich haben wir 
an reinsortigen Gersten festgestellt, daB die Diastasemenge mit der 
chemischen Zusammensetzung des Gerstenkorns zusammenhangt, 
nimlich die héchsteiweiBreichen Gersten enthalten auch die gréBte 
Fermentmenge. Auch hier miissen wir die Unvollstandigkeit der An- 
gaben auf diesem Gebiete feststellen. Zukiinftig miissen wir an sorten- 
reinem Material die Gesetzmabigkeiten der Fermentveranderlichkeit 
studieren, die das komplizierte Problem des Auffindens von Unter- 
schieden im Sortenmaterial und auch der Abschatzung des Reifegrades 
von Samen und Friichten und ihres physiologischen Zustandes einer 
Klarung zufiihren werden. 


Experimentelle 
Untersuchungen iiber die bei Stromdurchgang vermittelst Gold. 
und Platinelektroden in Blut-Agar erhaltenen Strukturen. ||, 


Von 
J. Idzerda und W. A. G. van Everdingen. 


(Aus dem Laboratorium des stadtischen Gesundheitsamtes im ,,Centraal 
Laboratorium ten behoeve der Volksgezondheid** zu Utrecht.) 


(Eingegangen am 1, August 1932.) 


In der ersten Mitteilung wurde beschrieben, wie es gelingt, in Blut- 
Agar bei Stromdurchgang, um blanke Platin- und Goldelektroden 
herum, Strukturen zum Vorschein zu bringen, wobei der Mechanismus 
der Zonenformation um den positiven Pol herum demjenigen der 
Strukturformung bei Hg, H,O,, und Streptokokkenkolonien (Typus ~ 
identisch ist. 

Mit was fiir einem Vorgang haben wir es hier zu tun / 


In den Anodenkreis einer Verstarkerréhre ist in der Form von Blut- 
Agar ein Widerstand geschaltet; hierdurch entstehen Potentialdifferenzen 
an den beiden Elektroden. Dieser Widerstand ist in Serie geschaltet mit 
dem (wechselnden) inneren Widerstand der Réhre; bei Anderung der Starke 
von Ja und Va werden also Anderungen bestimmter Art auftreten. 

* Gibt z. B., nachdem die punktférmigen Elektroden bis 0,5 mm Tiefe 
in den Blut-Agar hineingetaucht sind, das Galvanometer den Ausschlag 
0.5.10°° A bei Va = 1,9, so steigt Ja, bei Ausschaltung des Widerstandes 
zu 9.105 A, bei gleichbleibender Va; erhéht man dagegen Va bis 3 Volt, 
so betragt die Zunahme bei Ausschaltung des Widerstandes nur | . 10-° A; 
bei Wiederholung dieses Versuchs in 0,9°% ig. NaCl-Lésung oder 0,9° ig. 
NaCl-Lésung in 2°, Agarsol andern sich die Ergebnisse nicht. Inwiefern 
diese Erscheinung nur von Polarisation oder daneben von dem geanderten 
inneren Widerstand der Réhre verursacht wird, hat fiir unsere Versuche 
keine Bedeutung. 


Da die Erythrocyten den elektrischen Strom nicht leiten, mul 
dies u.a. durch den Elektrolyt NaCl geschehen; man bekommt an 
den Elektroden also einfach den Effekt von Elektrolyse: O, bzw. H,0,- 
und Saurebildung am positiven, H, und Base am negativen Po! 
man driickt sich auch wohl so aus, daB diese Produkte entstehen bei 
anodischer bzw. kathodischer Polarisation. 
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Die Elektroden nehmen den Charakter einer Sauerstoff- bzw. 
isserstoffelektrode an: daher kann nicht angenommen werden, da 
Strukturen direkt abhingig sind von dem Potentialunterschied 
r Elektrode mit der Umgebung. Wir haben dann auch nicht versucht, 
dieses zu messen, aber gepriift, inwiefern die beim elektrochemischen 
ProzeB auftretenden Produkte dafiir verantwortlich sind. 
Wie wir weiter sehen werden, erreicht der Sauregrad des Milieus 
unmittelbar um die positive Elektrode eine betrichtliche Héhe; man 


old. fragt sich, cb bei den beschriebenen Strukturformationen die Saure- 
II, wirkung die Hauptrolle spielt, oder ob O, in einer derartig aktiven 


Form eine Wirkung ausiibt, daB der ProzeB als Folge einer Oxydation 

in saurem Milieu charakterisiert werden mag. 
Die Intensitat der Siurewirkung in der Nahe der positiven Elektrode 
traal in NaCl-Agar wurde folgenderweise gepriift. Der Agar wurde vermischt 
mit verschiedenen py-Indikatoren und zu Platten von 2mm _ Dicke 
ausgegossen; auf dieselbe Weise, wie fiir Blut-Agar beschrieben, wurde 
mittels Platin und Goldelektroden der elektrische Strom durchgeleitet. 


slut. Als Beispiele folgen hier die Ergebnisse der Versuche mit Methylrot 
den (pu = 6,2: gelb, pu = 4,4: rot). 

mus Bei sehr kurzer Einwirkungszeit, bei Ja = 1.10-* A, Va = 2,3, entsteht 
der in NaCl-Agar, par = 7,2, unmittelbar um die Elektrode herum eine rote 
8 4 Farbe. Wirkt dieselbe Stromstarke wahrend langerer Zeit ein oder steigern 


wir Ja oder Va, so entfarbt sich die nachste Umgebung der positiven 
Elektrode (Abbau des Indikators), wahrend eine rote Zone das entfarbte 
Zentrum umschlieBt. Wird der Strom unterbrochen, dann verschwindet 


slut. die rote Farbe, und die urspriingliche Farbe kehrt zuriick. Die Saure entsteht 
ZEN also sehr schnell und diffundiert in die Umgebung; der Sauerstoff wirkt 
mit hier sehr aktiv. 
urke Wiederholen wir diese Versuche mit Methylenblau, dann entstehen 
bei Ja = 3.10-°>A und Va = 5 schéne Farbaénderungen in Zonenform, 
iefe welche fiir einen stufenweisen Abbau des Methylenblaus durch Oxydation 
lag sprechen. Diese verschiedenen Stufen des Abbaues sind in vitro: mit H,O, 
les und HC! in 0,9°, NaCl nur zu erzielen, wenn man eine Spur Ferrosulfat 
oe zufiigt, wobei Gasentwicklung auftritt. 


lig. Weiter wurde, zum Vergleich der in NaCl-Agar beobachteten 
ern Erscheinungen, in vitro die Anderungen der Resistenz kleiner Erythro- 


oe eytenzahlen! gepriift: a) bei niedrigem py im isotonischen Milieu, 
Che . . . “1: 
b) bei Oxydation durch H,O, in saurem Milieu. 

ub Zu a). Die Saurewirkung auf kleine Erythrocytenzahlen (100 
- 20. 10° Erythrocyten) wurde unter verschiedenen Bedingungen in je 
. 4ccm isoosmotischem Phosphatpuffer, niedrigem pu bzw. NaCl-Lésung mit 
O,- HCl gepriift; in keinem Falle haben wir Vermehrung der Resistenz an- 
‘ol 

bei 1 Der Gebrauch kleiner Erythrocytenzahlen ist motiviert, diese Zeit- 


schrift, 1. e. 





90 J. Idzerda u. W. A. G. van Everdingen: 


getroffen; die Saurewirkung allein kann also nicht fiir die Zonenformat 
in NaCl-Blut-Agar verantwortlich gemacht werden. Auberdem and: 
sich die Intensitat des Spektrums nicht nennenswert, wiaihrend bei Str 
durchgang in dem Blut-Agar ein deutlicher Blutfarbstoffabbau stattfind 
Die bei diesen Versuchen spater auftretenden Ausflockungsreaktionen \ 
Stromata! brauchen bei unseren Versuchen nicht beriicksichtigt zu werd 
Zu b). Bei Einwirkung von geringen H,O,-Konzentrationen unter di 
selben Bedingungen wie a) wird dagegen beobachtet, daB die z. B. na 
5 Minuten Einwirkungszeit verringerte Resistenz erstens nach 30 Minuten 
sich in eine vermehrte Resistenz umwandelt oder zweitens sich noch me}; 
verringert. Dieser Unterschied ist abhaingig von der H,O,-Konzentratio: 
Mit dem uns zur Verfiigung stehenden Spektroskop konnte in diesen Fiillen 
kein Spektrum angezeigt werden, im Gegensatz zu den sichtbaren Spektre 
bei den Kontrollen ohne H,Qg. 


Vergleichen wir diese Versuche mit denen aus unseren vorhergehenden 
Mitteilungen®, wobei die Einwirkung von niedrigen H,O,-Konzentra- 
tionen bei px = 7,6 bis 6,8 untersucht wurde. 


Versuch, 


Es wurden zwei Reihen 30° ig. H,O,-Verdiinnungen mit dem Faktor ' , 
angelegt in Je 4cem isoosmotischem Phosphatpuffer, pa = 7,6 bzw. 5,2 
Die erste Verdiinnung war 1:80. Jeder Eprouvette wird 0,2 ccm eine: 
frischen 1:20 Schafblutverdiinnung zugefiigt; Temperatur 21°C. Nac 
5 Minuten und nach 30 Minuten wurden die Resistenzinderungen der 
Erythrocyten gegeniiber hypotonischen NaCl-Lésungen  gepriift. Die 
Eprouvetten wurden 18 Stunden bei 4° C gehalten. 


Ergebnis. 


1. Bei pu 7.6. Resistenzinderungen sind aufgetreten zwischen den 
H,O,-Verdiinnungen 1: 80 und 1: 2560. Nach 30 Minuten zeigt sich die 
friiher beschriebene sprunghafte Umwandlung von stark vermehrte: 
Resistenz (1: 160) in Abwesenheit jeder Resistenz (1:320). Bei Kalte 
einwirkung auBert diese letzte sich im Unsichtbarwerden der Erythrocyten. 

2. Bei po = 5,2. Stark vermehrte Resistenz wird nach 30 Minuten 
Einwirkungszeit bei den Verdiinnungen 1:80 bis 1: 1280 angetroffen 
Nach 5 Minuten war diese schon erreicht bei den Verdiinnungen I: 80) 
und 1: 160, bei den tibrigen Verdiinnungen aber war die Resistenz erheblich 
verringert. Nach 18 Stunden bei 4° C zeigen die am GefaBboden sich be 
findenden Erythrocyten eine Reihe Farbanderungen (wei, gelb, griin. 
braun, rétlich). In den Verdiinnungen 1: 1280 zeigen die Erythrocyten 
nach 5 Minuten eine verringerte Resistenz, welche nach 30 Minuten bestehen 
bleibt, ebenso in den Kontrollen ohne H,O,. Bei der H,O,-Verdiinnung 
1: 40960 ist das in der Kontrolle ohne H,O, anwesende Spektrum abe 
noch nicht zuriickgekehrt. 


1 


R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe 1926, 
8. 625, Ubersicht. 

2 Diese Zeitschr. |. c.; ausfiihrlich: Ned. Tydschrift von Hygiene 7, 
82, 1932. 
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Bei Stromdurchgang in Blut-Agar erhaltene Strukturen. II. 9] 


Wir sehen hier also eine Anderung der H,O,-Wirkung im Zusammen- 
hang mit der Erniedrigung des px. 

Den stufenweisen Abbau des Blutfarbstoffs hatten wir friiher an- 
troffen bei der Einwirkung von H,O, auf kleine Erythrocytenmengen 
Bouillon?. 

Dieselben Anderungen der Umwandlungen in Resistenz der Erythro- 
eyten und Erscheinungen des Blutfarbstoffabbaues wie bei den be- 
schriebenen Versuchen im Reagensglas treffen wir bei der anodischen 
Polarisation von NaCl-Blut-Agar. Von uns wird hieraus die Folgerung 
gezogen, daB der ProzeB um die positive Elektrode herum durch H,0O,- 
\Wirkung im sauren Milieu verursacht wird. 

Der Zusammenhang zwischen dem Mechanismus der Zonen- 
formation und den Resistenzinderungen der Erythrocyten ist in der 
Kinleitung der vorigen Mitteilung behandelt worden. 


Die Analyse der Erscheinungen, welche bei anodischer Polarisation 
in Fleischbouillon-Agar beobachtet werden, ist weniger einfach als 
bei NaCl-Agar. 

Die hauptsiachlichsten Unterschiede beider Milieus sind folgende: 
Erstens ist die Pufferung des Fleischbouillon-Agars viel gréBer, wodurch 
die Saure die Anderung der Wasserstoffionenkonzentration in geringerem 
Grade beeinflussen wird. 

AuBerdem enthalt die Fleischbouillon ein Redoxsystem mit anderen 
Eigenschaften als ein einfaches anorganisches reversibles Redoxsystem. 
Die wahrgenommenen Potentiale in Fleischbouillon hangen wahrschein- 
lich zusammen mit der Anwesenheit von Glutathion?; die genaue 
Interpretation der Potentiale ist noch nicht gut méglich; sie geben 
nur teilweise ein MaB fiir die Intensitat von Oxydation oder Reduktion 
in dem System. 

Bei der Anwesenheit von Sauerstoff kann jedenfalls unméglich 
bestimmt werden, inwiefern die Elektrode sich benimmt als Sauerstoff- 
elektrode oder ob sie die wirklichen Oxydations- und Reduktions- 
krafte, welche in dem System herrschen, anzeigt. Wie dem auch sei, 
anaerobe Bouillon zeigt immer ein mehr negatives Potential als nicht 
anaerobe Bouillon. Das gemessene Reduktionspotential —betragt 
— 0,060 Volt®. Auf die interessanten Versuche, welche die Reduktion 
von Redoxindikatoren mittels gekochter Bouillon behandeln*, kann 
an dieser Stelle nur verwiesen werden. 


! Centralbl. f. Bakt. 124, I. Orig., 185, 1932. 

2 Vgl. L. Michaelis, Oxydation-Reduktionpotentiale, 5. 98 — I: 
lin 1929. 

3 C. B. Coulter, J. Gen. Physiol. 12, 139, 1928. 

4 Dubos, J. Exp. Med. 49, 507, 1929. 
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In der Literatur! haben wir keine Andeutung gefunden, daB der A is d 
einen EinfluB auf die Anderungen der Resistenz der Erythrocyten ausii!): ; etl 
darum haben wir es immer fiir erlaubt gehalten, die Ergebnisse der Versu ; 
im Reagensglas auf die Erscheinungen in der Platte zu beziehen. bs 

Es ist zu erwarten, daB sich bei Bouillon-Agar einige Unterschic«: schafe 
mit den Vorgaingen in NaCl-Agar zeigen werden. wet 

roun 

Wenn wir Bouillon-Agar mit Methylrot vermischen, dann tritt, um < a 
positive Elektrode herum die rote Farbe bei gréBerem Ja und Va auf als treten 
bei NaCl-Agar. Daneben wird dieselbe Erscheinung angetroffen wie j; Quant 
dem Blutbouillon-Agar: das Auftreten eines Maximumeffektes bei ein: r 
bestimmten Ja und Va. Z. B. erhalt man nach 10 Minuten Einwirkung: | 
zeit, bei Ja 5.10°° A, Temperatur 19°C: haben 

a) bei a= 7 bis 9 Volt: Rotfarbung: 

b) bei Va = 13 Volt: Entfarbung im Zentrum, umgeben von eine: 

schwachen roten Zone; J 

c) bei Ja = 20 Volt: keine Anderungen; mit 3¢ 

d) bei Ja 5.10°°A und Va = 5 Volt tritt dagegen sofort bei Ein- peratu 

schaltung des Stromes Rotfarbung um die Elektrode herum aut hinzug 

Die genannten Werte wechseln mit der Bereitungsweise und Vo: —_— 
geschichte des Bouillon-Agars. Bei Bouillon-Agar derselben Herkunft abe: 
zeigt sich das Maximum des Effektes in Methylrotbouillon-Agar und di: 
maximale Strukturformung in 1'/,°,ig. Schafblutbouillon-Agar bei un D 
gefahr derselben Va. der vie 

Bei Methylenblau-Bouillon-Agar treten die bei NaCl-Agar be. — rs 
sprochenen Verfairbungen in Zonenform erst auf bei 4.10-5 A und hat ms 
5 Volt. diinnu 

Die Notwendigkeit einer gréBeren Potentialdifferenz an den bekon 
Elektroden zur Erreichung derselben Effekte kann dadurch erklart A 
werden, daB O, erst in dem Milieu ein Peroxyd entstehen laBt. Eine in viti 
Erklarung des beschriebenen Maximums vermégen wir nicht zu geben mus ¢ 

Wenn wir diese Ergebnisse mit den Strukturformationen in Blut daB « 
Bouillon-Agar vergleichen, so ist auch hier die Frage gerechtfertigt. Resist 

ob die Saurewirkung an erster Stelle als Ursache fiir die Struktur- werde 
formung in Betracht kommt, oder ob auch hier von Oxydation in 
saurem Milieu gesprochen werden muB. | 
Hier muB iiberlegt werden, daB das Redoxsystem in der Bouillon, der E 
dessen Potential in einem bestimmten Augenblick von der Vorgeschichte Sisal 
abhangig ist, von der Wasserstoffionenkonzentration beeinfluBt wird estat 
und daB nebenbei der Luftsauerstoff eine groBe Rolle spielt. Es ist betrif 
also nicht verwunderlich, daB wir, wenn das py der Bouillon erniedrigt Die A 
ist, Erythrocyten hinzufiigen, die wahrgenommenen Anderungen on 3 
praktisch nicht oder schlecht zu reproduzieren sind. Bei starker E: 
niedrigung des py komplizieren Ausflockungen das Resultat und werden , 


1 H.G. de Jong, Het Agarsol. Diss. Utrecht 1921. 
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s die Resistenzinderungen von verschiedenen Erythrocytenzahlen 
etrifft, unregelmaBige Reihen angetroffen. 
Erhéhen wir die Wasserstoffionenkonzentration in 4 ccm Bouillon 
ht weiter als bis pur 5.9 bis 5.7, und fiigen 100—10. 10° frische 
schaferythrocyten hinzu, so entsteht nur verringerte Resistenz bis Unsicht- 
rwerden der Erythrocyten. Auch bei px 5,2 treten noch keine Ver- 
rbungen der Erythrocyten in Bouillon auf, wohl aber deutliche Um- 
andlungen von verringerter in erhéhte Resistenz. Farbanderungen 
treten daneben sofort auf, wenn zu diesem System auch nur minimale 
Quantitaten H,O, zugefiigt werden. 


Die friiher mitgeteilten Anderungen in einem derartigen Milieu! 


haben nur Geltung fiir ein px bis 6,8 


Versuch. 


Je 4ccem wahrend '/, Stunde aufgekochter Bouillon, py 5,2, werden 


30°, H,O, mit dem Faktor '/, verdiinnt, angefangen mit 1: 640; Tem- 
peratur 25° C; zu jedem R6hrchen werden 120 . 10° frische Schaferythrocyten 
hinzugefigt. Nach 2'/, und nach 30 Minuten Einwirkungszeit wird die 
Resistenz gegeniiber Hypotonie festgestellt. 


Resultat, 


Die nach 2'/, Minuten stark verringerte Resistenz der Erythrocyten 
der vierten bis siebenten Verdiinnung hat sich nach 30 Minuten Kinwirkungs- 
zeit in eine stark vermehrte Resistenz umgewandelt. 

Die nach 2!/, Minuten verringerte Resistenz in der achten Verdiinnung 
hat nach '/, Stunde nur relativ etwas zugenommen; in den folgenden Ver- 
diinnungen ist kein Unterschied mit den Kontrollen zu sehen. Bei px 5,9 


bekommt man analoge Ergebnisse. 


Aus diesen Experimenten geht hervor, daB auch die Versuche 
in vitro alle Daten ergeben, welche wir fiir die Erklarung des Mechanis- 
mus der Strukturen um die positive Elektrode herum benétigen, und 
daB die Anderungen der Resistenz und die Umwandlungen in der 
Resistenz von einem oxydativen Prozef im sauren Milieu verursacht 


werden. 
Zusammenfassung. 


Die Anderungen der Resistenz und Umwandlungen in der Resistenz 
der Erythroeyten, welche den Mechanismus der Strukturen bei Strom- 
durchgang durch Blut-Agar mittels Platin- und Goldelektroden  be- 
herrschen, werden, was die Strukturen um die positive Elektrode an- 
betrifft, durch einen oxydativen ProzeB in saurem Milieu verursacht. 
Die Anderungen und Umwandlungen kénnen in vitro durch Einwirkung 
von H,O, auf kleine Erythrocytenzahlen nachgeahmt werden. 


1 Centralbl. f. Bakt. 124, I. Orig., 185, 1932. 








Wieviel Nicotin geht in den Zigarettenrauch iiber? 


Von 
Vitéz Ladislaus Nagy. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 2. August 1932.) 


Mehrfach (1) ist schon untersucht, wieviel von dem im Tabak vor- 
handenen Nicotin beim Verglimmen in den Rauch iibergeht: diese 
Untersuchungen fiihrten zu verschiedenen Resultaten.  Zuletzt  be- 
schaftigten sich Barta und Toole (2) eingehend mit dieser Frage und 
bekraftigen mit ihren Untersuchungen die Richtigkeit der Beobachtung 
Lehmanns (3), laut welcher beim Verglimmen der Zigarette ein grobe: 
Teil des Nicotins in den Rauch iibergeht (es geht laut Lehmann 80.2 
bis 98,7, nach Barta und Toole im Mittelwert 93,5°,, des Nicotins in 
den Zigarettenrauch iiber): es verbrennt oder zersetzt sich nur. in 
geringem Grade}. 

Meine Untersuchungen sprechen dafiir, daB beim Verglimmen 
der Zigarette das Nicotin im ganzen (100°) in den Rauch iibergeht 
es verbrennt oder zersetzt sich davon nichts. 

Beim Studium dieser Frage kommt als ein sehr wichtiger Umstand 
in. Betracht, daB die zur Bestimmung des Tabaknicotins und Rauch 
nicotins gew6hnlich gebrauchten Trafik-Zigaretten identischen Nicotin- 
gehalt besitzen. Die durch uns ausgearbeitete Nicotinbestimmungs 
methode (4) erméglicht die Bestimmung des Nicotins schon in de! 
Tabakmenge einer einzigen Zigarette. Wenn man die verschiedenen 
ungarischen Trafik-Zigaretten priift, ist aus dem in der Tabelle I mit 
geteilten Daten ersichtlich, daB innerhalb derselben Zigarettensorte 
zwischen dem Nicotingehalt der einzelnen Zigaretten auch mehrer 
Zehntelprozent ausmachende maximale Unterschiede wahrgenommen 
werden kénnen. Uber ahnliche Beobachtungen berichtet auch 
Cstpke (5). 


1 A. Winterstein u. E. Aronson, Arch. f. Hyg. 108, 530, 1928) fanden 
daB die Menge des verbrannten Nicotins sowohl bei Zigarren als auch bi 
Zigaretten nur etwa 10° 


des Gesamtnicotins des Tabaks betrigt. 


1 
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Tabelle I. 





lig. ( Mi ale Nicotin- 
Re he Nicotin Maximale 
Untersuchte Differenz 


lratik-Zigarette 


1 2 3 4 5 
Dretens <4 <> 2,04 2,17 1,94 2.30 1,90 0.40 
Symphonia... . 1,30 1,26 1,58 1,40 1,52 0,32 
rly... ... i 160 | 164 | 188 | 146 | 1,57 0,42 
Princesas. . ... 1.40 1,28 1,26 1,17 1.28 0.23 
a 1,36 1,49 1,57 1,48 1,60 0.24 


So muB damit gerechnet werden, daB der Tabak der zur Be- 
stimmung des Rauchnicotins dienenden Trafik-Zigarette mehr oder 
weniger Nicotin enthalt als der Tabak jener Zigarette, die zur Be- 
stimmung des in dem Tabak vorhandenen Nicotins gebraucht wurde. 
Ks ist also klar, daB die Trafik-Zigaretten wegen ihres wechselnden Nicotin- 
gehaltes (innerhalb derselben Sorte) zur genauen Untersuchung jener 
Frage, wieviel aus dem Tabaknicotin in den Rauch itibergeht, nicht 
geeignet sind. Wenn wir zur Bestimmung mehrere Zigaretten (acht 
bis zehn) verwenden, d.h. mit Makroverfahren arbeiten, kénnen die 
Differenzen zwischen dem Nicotingehalt der einzelnen Zigaretten 
ausgeglichen werden: jedoch kann man darauf nicht sicher rechnen. 

Das Gesagte wird durch die in der Tabelle IT mitgeteilten Versuchs- 
ergebnisse beleuchtet. Ich habe zu den Untersuchungen je eine Zigarette 
genommen: das Tabaknicotin wurde mit unserem Mikroverfahren und 
der Nicotingehalt des Rauches (des Innen- und AuBenrauches) in 
Bartas und Tooles einfachem Apparat mit der von mir ausgearbeiteten 
Mikromethode (6) bestimmt. 


Tabelle I. 





$ Nicotin Nicotin In den Rauch iiber 
-. a im Tabak im Rauche* gegangenes Nicotin 
vatik-Zigare . ‘ 

a { 2,04 1.90 93.1 
oe | 1.95 1,98 101.5 
Stacie , | 1,50 1.42 94,7 
—_ ' 1,34 1,30 97,0 
Qe Sa aae | 1,48 1,31 88.5 
ey a care” a 1,20 1,25 104,2 


* Auf verbrannten Tabak berechnet. 


Laut den Daten der Tabelle IT sind bei der gleichen Sorte Trafik- 
Zigaretten zwischen den Prozenten des im Rauch tibergegangenen 
Nicotins Differenzen vorhanden. In einzelnen Fallen findet man mehr 
als 100°, des Tabaknicotins im Rauch, was nur so erklirt werden kann, 
daB die zur Bestimmung des Rauchnicotins verbrannte Zigarette mehr 








96 V.L. Nagy: Wieviel Nicotin geht in den Zigarettenrauch iiber ? 


Nicotin enthielt als jene Zigarette, welche zur Bestimmung des 
Tabak vorhandenen Nicotins benutzt wurde. 

Ich gelangte zu ganz anderen Resultaten, wenn ich den aus Tra! 
Zigaretten ausgehiilsten Tabak oder anderen Zigarettentabak gut 
durchmischte und die mit diesen homogenen Tabak getiillten Zigareti«y 
zu meinen Untersuchungen verwandte. 


Tabelle III. 





lwerte Nicoti und 
Im Mittelwerte Nicotin weo.igy , 


Nicotins gir 
den Rauch 


Nicotin Nicotin 
Untersuchte selbst im Tabak im Rauch 


gefiillte Zigarette im Tabak im Rauch 
0 0 


0/, 0 ) 
Wo Scns x 1,44 1,46 
12 | 1,45 1,44 100 seni 
1,46 1,44 | ’ ‘ 
1,42 
eee Pa eee 2,28 2,25 | 
2,29 2,28 2,27 100 
2,28 227 |) hi 
Feine Herzegoviner. . 1,60 1,62 | : . falhuns 
1,66 1,62 1,63 100 on: ie 
1,64 160 | 
° ‘ _— ‘ getote 
Mittelfeine Tirkische . 2,12 2.09 | “ 
2.11 2,12 2.12 100 Gehal 
2,12 217 IJ von de 
Feinste Herzegoviner . 2,02 2,06 | die Ox 
2,04 2,02 2,03 100 aiiaelin 
202 200 | " a 
In diesem Falle betraigt -—- wie aus den Daten der Tabelle II! Rothe . 
ersichtlich -—— die Abweichung zwischen dem Nicotingehalt der einzelnen so wirl 
Zigaretten sowie zwischen der im Rauch gefundenen Nicotinmenge D 
& XZ 
kaum einige hundertstel Prozent, und das in der Zigarette vorhandene suchu 
Nicotin geht zu 100°, in den Rauch iiber. Methy 
Zusammenfassung. 
Beim Verbrennen von Zigaretten geht die gesamte Menge des wil 
vr . . a ° ° getunr 
Nicotins in den Rauch iiber; es verbrennt oder zersetzt sich nichts davon ed 
a) 
Literatur. nur wt 
1) Literatur bei L. Barta u. E. Toole, Zeitschr. f. angew. Chem., im zugese 
Druck. 2) Dieselben, 1. c. 3) K. B. Lehmann, Arch. f. Hyg. 68, 321, wurde 
1908. 4) J. Bodnar, J. Straub u. L. Nagy, diese Zeitschr. 195, 103, 192s; b) 
J. Bodnar u. L. Nagy, ebenda 227, 452, 1930. 5) Z. Csipke, Magya: Bakter 
Gyégyszerésztudomanyi Tarsasdg Ertesitéje Nr. 4, 1931 (ungarisch). 
6) L. Nagy, diese Zeitschr. 249, 404, 1932. 1 
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Der Abbau von Methylalkohol, Formaldehyd 
und Ameisensiure durch lebende und getétete Essigbakterien. 


Von 
D. Miiller. 


\us dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 3. August 1932.) 


1. Einleitung. 


In einer friiheren Abhandlung! wurde gezeigt, daB durch Aceton- 
fallung getétete Bact. Pasteurianum imstande sind, Isopropylalkohol 
zu Aceton zu oxydieren. Allerdings war die Oxydationsintensitat der 
getéteten Bakterien nur 3 bis 6°, von der der lebenden, aber da der 
Gehalt an lebenden Bakterien in 1 g Acetontrockenpraparat nur */ jy. % 
von dem in | g lebenden Bakterien (Trockengewicht) ausmacht, konnte 
die Oxydation nicht durch die die Acetonfallung tiberlebenden Bakterien 
verursacht werden. 

Meine Praparate wurden mit den friiheren von Buchner und Gaunt, 
Rothenbach und Eberlein, und Bertho verglichen. Sie waren 10- bis 50 mal 
so wirksam wie die von den genannten Forschern hergestellten Praparate. 

Die folgenden Versuche bilden eine Fortsetzung dieser Unter- 
suchungen, indem das Verhalten der getéteten Bakterien gegeniiber 
Methylalkohol, Formaldehyd und Ameisensiure untersucht wurde. 


2. Methodisches. 


Alle Versuche sind mit Bacterium (Acetobacter) Pasteurianum aus- 
gefiihrt worden; die Stammkultur geht auf die von Emil Chr. Hansen 
zuriick. 

a) Kulturmethoden, wie in der fritheren Abhandlung beschrieben®?, 
nur wurde 1°), Essigséure zu der ungehopften, verdiinnten Lagerbierwiirze 
zugesetzt, aber kein Alkohol, b) Acetonbehandlung und c) Bakterienzdhlung 
wurde ganz, wie in der ersten Abhandlung beschrieben. ausgefiihrt. 

b) Sauerstoffabsorption-Kohlensdurebildung. Lebende Bakterien: 8 cem 
Bakterienaufschwemmung (50 bis 130 mg Trockensubstanz) wurden in 


1 DPD. Miiller, diese Zeitschr. 238, 253, 1932. 
2 Derselbe, |. c. 
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100 gem Filtrierpapier aufgesogen und in geschlossenen Behaltern 
ungefahr 160 cem GréBe im Wasserbad bei 25° gehalten. Nach der Versu 
zeit wurde eine Luftprobe mit dem Haldane-Apparat! analysiert. Get; 
Bakterien: Es wurde fiir jeden Versuch 0,6 g Acetonpraparat in 6 « 
Losung und auf 300 qem Filtrierpapier verwendet. Die Behalter waren 
50 cem groB, und darum mute bei der Entnahme von Luftproben Qu: 
silber durch einen unteren Hahn eingelassen werden. Weil CO,/O, \ 
schieden von | ist, mufi man aus dem Stickstoffprozentgehalt nach d 
Versuch die Druckaénderung wahrend des Versuchs berechnen?. 


3. Das Verhalten der lebenden Bakterien gegeniiber Methylalkohol, Form- 
aldehyd und Ameisensiure. 

Uber Methylalkohol als Nahrungsquelle fiir Essigbakterien ist) se}y 
wenig bekannt. Lajfar® schreibt: ,,.Methylalkohol wird nach den tibere:: 
stimmenden Befunden fast aller Beobachter durch die Essigséurebakterien 
nicht in Séure iibergefiihrt’‘; Visser t Hooft* fand, dab Bact. suboxydans 
(Essigbakterien) sich nur schlecht auf Hefewasser mit 2° ig. Methylalkoho 
entwickelt und vielleicht ein wenig Ameisenséure bildet. Bertho® hat mit 
geteilt, daB Methylalkohol und Formaldehyd den Sauerstoffverbrauch vor 
Bact. Pasteur. u. a. Essigbakterien vergr6Bert. 


In Tabelle I sind einige Versuche mit Bact. Pasteur. und Methy!- 


alkohol, Formaldehyd und Ameisensiure wiedergegeben. Es geht aus 
den Zahlen folgendes hervor: 


Methylalkohol wird yon den lebenden Bakterien sozusagen voll- 
stindig zu CO, und H,O verbrannt, denn CO,/O, war im Durchschnitt 
von sieben Versuchen 0,57 (der berechnete Quotient fiir vollstandige 
Verbrennung ist 0,67). Bei elektrometrischer Titrierung wurde derselbe 
ganz kleine Sauregehalt mit und ohne Methylalkohol nach der Versuchs- 
zeit gefunden. Ameisensiure wird somit nicht gebildet. 

Formaldehyd wird, wenn in ganz kleinen Mengen zugegeben 
Gesamtkonzentration 0,15°, ziemlich vollstandig verbrannt (Pra 
parat 37 in Tabelle I), denn CO,/O, ist 0,78 (berechnet fiir vollstandig: 
Verbrennung 1). Wenn die Gesamtkonzentration von Formaldehyd 
0,25 %, war, fiel CO, O, bis 0,13 und bei einer Formaldehydkonzentration 
von 0,5% war zwar die O,-Absorption in Formaldehyd gréfBer als im 
Wasser, aber die CO,-Produktion war kleiner (Praparat 28 in Tabelle | 
so daB hier wahrscheinlich Formaldehyd nur zu Ameisensiure ver- 
brannt wird. 


' In der Form, wie sie beschrieben ist, bei P. Boysen-Jensen in Oppe- 
heimer-Pincussen, Methodik der Fermente 8.671. Leipzig 1929. 

2 —D. Miiller, diese Zeitschr. 199, 136, 1928. 

8 Lafar, Handb. d. techn. Mykol. 5, 576, 1911. 

4 V.t Hooft, Onderzoek. over Acetobacter, Dissert. Delft 1925. 

5 4. Bertho, Liebigs Ann. 474, 1, 1929; Ergebn. d. Enzymforsch. | 
231, 1932. 
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Ameisensdure (als Ca-Formiat zugesetzt) wird nur mit geringer 
Intensitat oxydiert. CO,/O, wurde zu 0,63 bis 0,67 gefunden. Die 
\erbrennungsgleichung dirfte die folgende sein: (HCOO),Ca 4 O, 

» CaCO; + CO, + H,O; COO, = 1. Ein Teil der CO, wird jedoch 
ils Ca(HCO,), gebunden, weshalb der gefundene Quotient < 1 war. 


¢ Tabelle J. F 


Kinwirkung von lebenden Bact. Pasteurianum aut Methylalkohol, Form- 
ilidehyd und Ameisensiure. Jeder Versuch wurde mit 8 ccm Bakterien- 
wifschwemmung (50 bis 130mg Trockensubstanz), in 400 qem Filtrier- 
papier aufgesogen, ausgeftihrt. In der Tabelle I sind die Zahlen auf 1 g 
Bakterientrockensubstanz umgerechnet. ¢ 25°. 





Wahrend der Versuchszeit, 


Lel ; #Std., wurde 
envende 


Pri- Bakterien Die Bakterien waren ecm CO, ecm O co 
parat Tre 44 aufgeschwemmt 2 2 
. ee mal in ge- ab Or. 
substanz i bildet Mehr- saunas Mehr- 
in pro- ‘in absorp- 
24 Std duktion 24 Std tion 
| Wasser 93 = 84 a3 
37 3.10!) 2°), Methylalkohol 75,2 65.9 119.5 111,1 0.59 
0,15° 9 Formaldehyd 40,2 31.0 48.5 40.1 0.78 
Wasser 20,2 29.4 ae ~ 
Dy 6.101 2% pera 126.0 105.8 218.1 195.7 0.54 
a : | 05° Formalde shyd 11.6 + 86 62.6 40.2 
0,25 - 32.7 125 119.4 97.0 013 
| W aseer 180 = - 214 
27 3.1011) 2°, Methylalkohol 141.2 123,2 236.7 | 2153 0,57 
2°, Ca-Formiat 36.9 18.9 51.4 300 0.63 
| Wasser 21.0 245 
26 2 . 101} 2 0 0 Methylalkohol 134.4 113.4 945.0 290.5 0 a1 
90 of ‘a-Formiat 33.7 12.7 48.0 93.5 0.67 


4. Das Verhalten der getéteten Bact. Pasteur. gegeniiber Methylalkohol, 
Formaldehyd und Ameisensiure. 


Die Wirkung von Acetonpraparaten auf die drei genannten Stoffe 
ist meines Wissens nicht friiher untersucht worden. 

In Tabelle IT sind einige der Versuche zusammengestellt und aus den 
Zahlen geht folgendes hervor: 


Methylalkohol wird mit groBer Intensitét auch von getéiteten 
Bakterien angegriffen, indem die Acetonbakterien in guten Praparaten 
mindestens 3° von der Wirkung der lebenden Bakterien ausiiben. 
Die Zahlen in Tabelle I und IT sind leider nicht direkt vergleichbar 
wegen des Unterschiedes der Versuchszeit. 

Die getéteten Bakterien von Kulturen auf Bierwiirze mit 0,25 °, 
Essigsdure (Praparat 31 b und 35, Tabelle I[) enthalten nur eine Alkohol- 
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Tabelle Il. 


Finwirkung von getéteten Bact. Pasteurianum auf Methylalkohol, Fo: 

aldehyd und Ameisensaure. Jeder Versuch wurde mit 0,6 g Acetonprapa 

in 6cem Lésung und 300 qem Filtrierpapier ausgefiihrt. In der Tabell 
sind die Zahlen auf 1g umgerechnet. t = 25°, 





| 
| Wihrend der Versuchszeit 


wurde 
Lebende 
||  Bakterien Das Trockenpraparat cem CO, cem Og ‘ 
Priparat | in lg war aufgeschwemmt 
Trocken- in ge- : ab- ; . 
| substanz bildet i sorbiert ee 
| 6 Std. duktion 6 Std. tion 
35 (auf | weniger als Wasser 1,20 1,22 
0,25 % 4 10 000 2°, Methylalkohol 1,44 0,24 4,75 3,53 0. 
Essigsaure 
kultiviert) 
31b (auf ungefahr Wasser 0,89 0,74 
0.25%, 5009 2°/) Methylalkohol 1,13 0,24 435 3,61 0.67 
Kssigsaure 
kultiviert) 
32 weniger als Wasser 0,85 — 0,83 _- 
10 000 2°), Methylalkohol 152 066 440 3,59 019 
34 weniger als Wasser 0,67 1,10 — 
1000 2%, Methylalkohol 1,42 0,75 4,11 3,01 0,25 
37 weniger als Wasser 1,44 - 1,54 
5000 2°) Methylalkohol 240 0,96 5,84 3,80 0.25 
1°) Ca-Formiat 1,36 +0,08 1,02 +042 — 


0,15° 9 Formaldehyd) 0,46 +0,98 3,88 2,34 


dehydrase, die Methylalkohol zu Formaldehyd dehydriert. Nach dem 
Versuch wurden die Versuchsportionen mit je 30 cem Wasser verdiinnt 
die Bakterien wurden abzentrifugiert und aliquote Teile der Flissigkeit 
elektrometrisch titriert. Die Versuchsportionen mit Methylalkoho 
zeigten keine Spur von Mehr-Saurebildung gegeniiber denen mit Wasse1 
Aliquote Teile der Zentrifugate wurden mit Dimedon gepriift (5 ccm 
Zentrifugat + 2 cem 0,5°,ig. Dimedonlésung). Nur die Versuche mit 
Methylalkohol gaben einen weiBen Bodensatz, der nach dem Zentri 
fugieren auf Objektgliser tibergefiihrt wurde und sich von da auf ei: 
Deckglas sublimieren lieB. Die bei der Sublimation gebildeten Kristal|: 
ahneiten ganz den charakteristischen Formaldomedonkristallen!. 

Die getéteten Bakterien von Kulturen auf Bierwiirze mit 1°, ig 
Essigsiure bildeten aus Methylalkohol zum Teil CO,. Da CO,/O, nu 
0.27 war (Mittel aus sieben Versuchen), diirfte jedoch ein Teil de: 
Methylalkoholmolekiile vollstandig abgebaut werden. Wie oben wurde 
keine Séurebildung, sondern Formaldehyd als Formaldomedon ge 


1G, Klein u. Werner, diese Zeitschr. 168, 365, 1926. 
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finden. In welcher Weise diese zum Teil vollstaindige Verbrennung 
r sich geht, ist aus den Versuchen nicht ersichtlich. 

In den angestellten Versuchen wurde namlich weder Formaldehyd 
och Formiat unter CO,-Bildung abgebaut. Nach Zusatz von Form- 
aldehyd wurde doch eine Mehrabsorption von O, wahrgenommen. Die 


Priaparate missen darum auBer einer Alkoholdehydrase eine Form- 
aldehyddismutase oder Formaldehyddehydrase enthalten. 


Zusammenfassung. 


1. Lebende Bact. Pasteurianum verbrennen Methylalkohol mit 
einem Quotienten von 0,57, d.h. mit einer beinahe vollstandigen Ver- 
brennung. Mit geringer Intensitat wird auch Ameisensiure (als Ca- 
Formiat) oxydiert. Formaldehyd wird nur, wenn in ganz geringer 
Konzentration zugegen, beinahe vollstandig verbrannt, in gréBeren 
Konzentrationen (0,25 bis 0,50°%) bewirkt Formaldehyd zwar cine 
Mehrabsorption von Sauerstoff gegeniiber Wasser, aber keine CO,- 
Ausscheidung; die Oxydation ist somit unvollstandig. 

2. Acetonpraparate von Bact. Pasteurianum (Gehalt an_ iiber- 
lebenden Bakterien kontrolliert) oxydieren Methylalkohol. Es wurden 
Priparate von getéteten Essigbakterien mit mindestens 3°, von der 
Aktivitat der lebenden Bakterien hergestellt. Der Quotient ist nur 0,27 
(noch kleiner, wenn die Bakterien aus Nahrlésungen mit 0,25 °% ig. 
Essigsiure stammten). Als unvollstandiges Verbrennungsprodukt 
wurde Formaldehyd gefunden, dagegen nicht Ameisensiure. Form- 
aldehyd, aber nicht Ameisensiaure (Ca-Formiat), rief eine Mehrabsorption 
von O, durch Acetonbakterien hervor. 

3. Die Versuche deuten darauf hin, daB drei Enzyme beim Methyl- 
alkoholabbau_ beteiligt sind: Alkoholdehydrase, Aldehydrase und ein 
gegen Acetonbehandlung sehr empfindliches, Ameisensiure abbauendes 
Enzym. 








Das Verhalten getéteter Essigbakterien gegeniiber 0, und Chinon 
als Wasserstoffakzeptoren. 


Untersuchungen iiber Oxydasen in getiteten Essigbakterien. LI. 


Von 


D. Miiller. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Kopenhagen 
(Eingegangen am 3. August 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


1, 
Es gibt zurzeit drei verschiedene Theorien itiber den Mechanismus 
der biologischen Oxydationen. 


1. Wieland behauptet, daB die Oxydationen im groBen ganzen mit 
Dehydrasen als den einzigen Katalysatoren vor sich gehen. Die Dehydrasen 
aktivieren den Wasserstoff des Donators und hydrieren damit einen 
Akzeptor: Chinon, O, u. a. m.; doch vermag — was sehr wichtig ist nichit 
ein jeder thermodynamisch mégliche Wasserstoffakzeptor als solcher zu 
funktionieren. Die Dehydrase ist sowohl donator- wie auch akzepto: 
spezifisch'. Wieland hat in einer Reihe von Studien (besonders iiber Aldehyd 
dehydrase und Xanthindehydrase aus Milch? und Succinodehydrase*) seine 
Theorie in Spezialfillen bewiesen. 2. Warburg* behauptet, da®B der Saue! 
stoff durch eine Eisenpyrrolverbindung, ,,das Atmungsferment‘‘, aktiviert 
wird. Bei den von Wieland untersuchten Dehydrasen hat sich die Warburg 
sche Theorie als unrichtig erwiesen. Auch wei man bis jetzt nicht, welche 
Stoffe das ,,Atmungsferment*‘ oxydiert, geschweige denn, wozu sie oxydiert 
werden. 3. Die dritte Theorie des Mechanismus der biologischen Ox, 
dationen ist eine Art Zweistofftheorie der Orydationen. Einerseits behauptet 
die Zweistofftheorie eine Mitwirkung von substratspezifischen Dehydrasen 
und andererseits eine Mitwirkung entweder von einem Sauerstoffiibertriage: 
oder Sauerstoffaktivator, sei es Warburgs ,,Atmungsferment‘*, das Keili 
sche Cytochrom oder endlich irgendeine Phenolase, wie die als ,,Indo 
phenoloxydase‘‘ bezeichnete. Diese Zweistofftheorie geht eigentlich aut 


1 A. Bertho, Liebigs Ann. 474, 1, 1929. 

2 H. Wieland u. Rosenfeld, ebenda 477, 32, 1929. 
3 H. Wieland u. Frage, ebenda 477, 1, 1929. 

4 O. Warburg, diese Zeitschr. 214, 1, 4, 64, 1929. 
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Polladin zuriick und ist von Oppenheimer!, Thunberg® und Keilin® in 
verschiedener Weise modifiziert worden. In letzter Zeit haben sich auch 
Tamiya und Tanaka* dieser Theorie angeschlossen. Tanaka glaubte durch 
seine Arbeit tiber Bact. Pasteurianum bewiesen zu haben, dali O, nur als 
\kzeptor bei Dehydrierung von Alkohol funktioniert, wenn Cytochrom 
unbeschadigt in der Zelle zugegen ist. Und nach Tanaka soll Acetonfillung 
das Cytochrom ,,ganz und gar denaturieren“, und ,, KCN in einer so kleinen 
Konzentration wie m/10000 verhindert schon vollstandig die Oxygenierung 
des Cytochroms*. 


Der Zweck der folgenden Untersuchungen war, zu entscheiden, ob 
die Alkoholdehydrase in mit Aceton getiteten Essigbakterien Sauerstoff 
direkt als H,-Akzeptor verwenden kann oder ob dazu die Mitwirkung 
eines Sauerstoffiibertrdgers —- Cytochrom, ,,Atmungsferment™ oder dql. 
notwendig ist. Um dies zu entscheiden, wurde das Verhaltnis der mit O, 
oder Chinon in derselben Zeit aus Isopropylalkohol gebildeten Aceton- 
menge bestimmt, und zwar nach verschiedenen Behandlungen der 
Acetonbakterien, um zu sehen, ob es mdglich ware, die Dehydrase 
und den Sauerstoffiibertrager voneinander zu trennen. Die Dehydrierung 
von Isopropylalkohol ist fiir solche Untersuchungen besonders gut 
geeignet, weil Aceton leicht bestimmbar ist und von getéteten Bakterien 
nicht weiter umgebildet wird. 

Es kann nicht genug hervorgehoben werden, da8 die Entscheidung 
in der Frage tiber den Mechanismus der biologischen Oxydationen nur 
durch Versuche mit getéteten Organismen oder Enzympraparaten 
geschehen kann. 


2. Methodisches and Kontrollversuche. 


Fir die Versuche wurde stets, wie in den friiheren Arbeiten, Bact. 
Pasteurianum, Originalkultur von Emil Chr. Hansen, verwendet. Kultur 
methoden, Acetonfaillung, Bakterienzihlung und Acetonanalysen sind 
gleichfalls friiher beschrieben®. Uber eine Verbesserung des Kultur- 
verfahrens, siehe die voranstehende Abhandlung®, und iiber den Vergleich 
von Sauerstoffaufnahme und Acetonproduktion, siehe die Versuche Ta- 
belle VI. 

Kontrollversuche. AuBer den Versuchen mit lsopropylalkoholzugabe 
wurden immer Versuche ohne Isopropylalkohol, aber Chinon und 
+ HCN angesetzt, und gerade vor der Destillation wurde Isopropylalkohol 
zugefiigt. Diese .,Blindversuche* gaben nur ganz kleine .,Acetonmengen”*, 


1 C. Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., 1926, S. 1291 ff. 

2 T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 35, 163, 1918; Quarterly Rev. 
Biol. 5, 318, 1930. 

3 D. Keilin, Proc. Roy. Soc. B. 104, 206, 1929. 

4 Tamiya u. Tanaka, Acta Phytochim 5, 167, 1930; Tanaka, ebenda 
5, 240, 1931. 

5 D. Miiller, diese Zeitschr. 238, 253, 1931. 

6 Derselbe, ebenda 254, 97, 1932. 
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die von denen in den Hauptversuchen gefundenen abgezogen wurd 
Auch wenn Chinonlésung und Isopropylalkohol bei 25° gehalten wir: 
erhalt man kein Aceton. 


Versuchstemperatur immer 25°. lsopropylalkoholkonzentrati: 
3° m/2. 


3. Das Verhiltnis zwischen Acetonbildung mit 0, oder Chinon als Wassersto!!- 
akzeptoren fiir verschiedene Priiparate yon getéteten Essigbakterien. 

Es geht aus Tabelle I hervor, daB -—— trotzdem die Aktivitat di 
Praparate um 100%, verschieden ist — das Verhaltnis der Aceton 
bildung bei den beiden Akzeptoren stets dasselbe ist, indem Sauerstoff 
als Akzeptor 25 bis 30°, von der durch Chinon gebildeten Acetonmenye 
gibt. 

Tabelle I. 

Vergleich von m/20 Chinon und O, (atmmospharischer Luft) als H,-Akzeptore: 
Acetonbildung durch 1 g getétete Bact. Pasteurianum in 3°,ig. Isopropy! 
alkohol in 2 Stunden bei 25°. Die Versuche + Chinon: 0,02 g Bakterien 


praparat + 0,8cem Wasser + 0,2cem Phosphatlésung, px 6.8 + | cen 
m/10 Chinon + 0,1 cem 63° ig. Isopropylalkohol. Die Versuche in atm« 
spharischer Luft: 0,067 g Bakterienpraparat + 1,8 ccm Wasser + 0,2 cem 


Phosphatlésung, po 6,8 + .0,lecem 63° ig. Isopropylalkohol in 100 gem 
Filtrierpapier aufgesogen. Die Versuche sind auf | g umgerechnet. 





; " oo Acetonbildung in mg Aceton-0, 
*riiparat akterien in ‘ in °'9 vor 
1 g Priparat in m 20 Chinon in O» Aceton-Chin: 


Weniger als: 


41 10 000 Y8 24.5 25 
40 1 000 77 22.6 29 
39 + 40 5 000 69 19,8 28 
38 1 000 63.5 15,8 30 
36 10 000 44.7 12,0 27 


' Fiir lebende Essigbakterien gibt Bertho! das Verhaltnis Sauerstoff : Chi 
non zu 40: 100 an, wenn Isopropylalkohol Donator ist. Die lebenden und 
getéteten Bakterien verhalten sich somit diesen beiden Akzeptoren gegen- 
iiber ungefahr in derselben Weise. 

Wenn Tanaka (|. c.) behauptet, daB Acetonbakterien wohl Chinon- 
und Methylenblaugirung, nicht aber ,,Sauerstoffgirung* durchzufiihren 
vermégen, dann sind seine Versuchsresultate unrichtig. Sobald mit 
Aceton getétete Bakterien iiberhaupt noch Alkoholdehydrase enthalten 
vermégen sie Isopropylalkohol zu Aceton zu dehydrieren, sowol:! 
wenn Chinon wie wenn O, Akzeptor ist. 

Das Verhiltnis O,: Chinon als Akzeptoren bei Acetonbildung durch 
verschiedene Prdparate von getéteten Essighbakterien ist stets ungefahr 
dasselbe. 


' le.; auch Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 252, 1932. 
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4. Die Destruktionstemperatur der Alkoholdehydrase. 

Die Destruktionstemperatur ist nach Euler! die Temperatur, bei 
welecher das Enzym in wasseriger Lésung nach 30 Minuten langer 
-rhitzung auf die Halfte seiner Aktivitat sinkt. 

Die Versuche sind in Tabelle II und Abb. 1 zusammengestellt. 
Man sieht, wie die Acetonbildung durch Dehydrase-Chinon im gleichen 
MaBe wie durch Dehydrase-O, durch Temperatureinwirkung herab- 
vesetzt wird. Durch graphische Interpolation wird gefunden, dab die 
Temperatur, die nach halbstiindiger Einwirkung die Aktivitat auf die 
Halfte herabsetzen kann, ungefihr 54,5° ist, und dies ist somit die 
Destruktionstemperatur. Eine Verschiebung im Verhdltnis Aceton- 
O,: Aceton-Chinon lapt sich durch Temperatureinwirkung nicht erreichen. 


Tabelle II. 


Acetonpraparat 36 aus Bact. Pasteurianum. Weniger als 104 lebende 


Bakterien pro lg. In atmosphdrischer Luft: 0.1 g Praparat 0,8 com 
Wasser + 0,2 cem Phosphatpuffer, pu 6,8 wurde */, Stunde auf 25, 48 
oder 58° erhitzt. Dann wurde 1 cem Wasser und 0,1 cem 63° ig. lsopropy!- 


SD Bet |] 


alkohol und 100 qem Filtrierpapier zugefiigt. Nach 2 Stunden bei 25 

wurde die gebildete Acetonmenge abdestilliert und nach Scott-Wilson 

titriert. In Chinonlésung: 0,03 ¢ Praparat + 0,8 ccm Wasser + 0,2 cem 

Phosphatpuffer, py 6.8, wurde '/, Stunde auf 25, 48 oder 58° erhitzt. Dann 

wurde 1 cem m/10 Chinon und 0,1 cem 63° ig. Isopropylalkohol zugefiigt 

und evakuiert. Nach 2 Stunden bei 25° wurde die gebildete Acetonmenge 
wie oben bestimmt. 





mg Aceton, gebildet in 2 Stunden bei 25' 
nach vorheriger Erhitzung in einer halben 
Stunde auf 





25 480 8 
Obne Chinon, 0,1 g Bakterienpraparat . . 1,20 1,27 0,325 
In m/20 Chinon, 0,03 g Bakterienpraparat 1,32 1,31 0,293 
16} - 
} | 
42} » 
| 
G8 
a4 


, 
| B 
} 
| 





SF FF & 
Abb. 1. 
Ordinate = mg Aceton gebildet in 2 Stunden bei 25°. Abszisse = Temperaturen, auf dic 
das Praiparat vor dem Versuch eine halbe Stunde erhitzt war. 
OCO© 0,08 g Bakterienpriparat in m/20 Chinon. 
x 0,i g Bakterienpriparat ohne Chinon. 


1 H. Euler, Chemie der Enzyme, 2. Aufl., 1920. S. 189. 
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5. Versuch, durch Auswaschung zwei Komponenten nachzuweisen. 


Wenn fir die Alkoholdehydrierung durch Sauerstoff zwei Komy. 
nenten notwendig waren, ware es nicht unwahrscheinlich, daB ein: 
derselben wasserléslich wire und sich somit das Verhaltnis zwische 
O, und Chinon als Akzeptoren durch Auswaschung verschieben lief. 
Die Auswaschung geschah auf der Zentrifuge; das Waschwasser wurd: 
verworfen. 

Das Resultat der Versuche geht aus Tabelle IIT hervor. Es gelang 
indessen auch in dieser Weise nicht, das Verhdltnis Aceton-O,: Aceton- 
Chinon zu verschieben. 

Tabelle Ill. 
Fur die Versuche wurde Praiparat 39 und 40 verwendet. (Bact. Pasteur. mit 
Aceton gefallt. Weniger als 5000 lebende Bakterien in | g.) Die in 3° ig 
Isopropylalkohol mit Phosphatpuffer pq 6,8 in 2 Stunden bei 25° gebildete 
Acetonmenge wurde bestimmt. 





mg Aceton gebildet Acetonbildung nach 
nero}! Answaschung in 
Ohne Nach Auswaschung) der Acetonbildung 
vorherige 35 Minuten mit vor der 
Auswaschung 15 ecm Wasser - Auswaschung 
Ohne Chinon, in atmosph. Luft ‘ 9 
a : ’ 32 ¢ 00 2 
0,067 g Priparat 1, 0,91 1,0 
20 Chi : eo 
In m/20 Chinon und atmosph. Luft, | 1.39 1.09 1.10 78 
0,02 g Praparat | 


6. Versuch, durch Alkohol-Atherfillung zwei Komponenten nachzuweisen. 


Tanaka (l.c. 8.265) behauptet, ,,daB bei Acetonbehandlung 
Cytochrom ganz und gar denaturiert wird, wahrend dehydrierendes 
Enzym verhaltnismaBig unbeschidigt bleibt’, und ,,Acetonbakterien 
vermégen wohl Chinon- und Methylenblaugarung, nicht aber Sauerstoff 
garung durchzufiihren*. 

Wie gezeigt, wird durch Acetonfillung die Dehydrase-Chinon- 
wirkung im selben Verhiltnis wie die Dehydrase-O,-Wirkung herab- 
gesetzt. Es wurde auBerdem durch die in Tabelle [V wiedergegebenen 
Versuche untersucht, ob man durch Alkohol-Atherfallung Praparate 
mit Alkoholdehydrase-Chinonwirkung ohne Alkoholdehydrase-O,- 
Wirkung bekommen kénnte. 

Das Acetonbildungsvermégen war in dem mit Alkohol-Athe: 
behandelten Priparat, wie Tabelle IV zeigt, 10,8°% (O, als Akzeptor 
und 15,6% (Chinon als Akzeptor) von dem Acetonbildungsvermégen 
vor der Alkohol-Atherfallung. Dieser Unterschied diirfte innerhal! 
der Fehlergrenzen liegen, so da das Verhaltnis Aceton-O, : Aceton 
Chinon vor und nach der Fallung ungefahr dasselbe ist. 
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Tabelle IV. 


Nach Festlegung der Aktivitét des Bakterienpriparats (Acetonpraparat 
und 40 aus Bact. Pasteurianum. Weniger als 5000 lebende Bakterien in 
|g) wurde | g Bakterienpréiparat in 40 ccm Wasser aufgeschwemmt und 
lie Aufschwemmung in 500cem Alkohol-Ather (2: 1) eingetrépfelt, 
genutscht, mit Ather gespiilt und iiber H,SO, im Vakuum getrocknet. 





mg Aceton, gebildet in 2 Stunden Acetonbildung 
bei 25° nach Alkohol 
therfallung 
Ohne Nach Aufschwemmung in ©» der 
Alkohol- in Wasser und Fallung Acetonbildung 
Atherfillung in Alkohol-Ather (2:1) zuvor 
Ohne Chinon, in atmosph. Luft, 
0,134 g Praparat in 3° Isopropyl- 2,64 0,28 0,29 10,8 
alkohol 
In m'20 Chinon und atmosph. Luft, | 
0,040 g Praparat in 3% Isopropyl- 2,79 048 0,39 15.6 


alkohol 


Das Ergebnis der Versuche in den Abschnitten 3 bis 6 méchte ich 
in folgender Weise zusammenfassen. Wie Wieland und Bertho', konnte 
ich bei Chinongegenwart keinen Unterschied im Acetonbildungs- 
vermégen zwischen Versuchen im Vakuum und solchen in atmosphari- 
scher Luft finden. Es kann darum als sicher gelten, daB Isopropyl- 
alkohol nur durch eine und dieselbe Dehydrase dehydriert wird, sei es, 
daB O, oder Chinon als H,-Akzeptoren funktionieren, denn sonst miiBte 
man einen Summationseffekt in Gegenwart von sowohl O, wie Chinon 
wahrnehmen kénnen. 

Die zweite Frage ist, ob die Dehydrierung durch Sauerstoff allein 
durch die Isopropylalkoholdehydrase katalysiert wird, oder ob noch 
ein Sauerstoffiibertriger (entweder Chromogen oder  Sauerstoff- 
aktivator) notwendig ist. 

Da das Verhaltnis Aceton-O,: Aceton-Chinon nach den ver- 
schiedenen Behandlungen konstant ist (Versuche in den Abschnitten 3 
bis 6), so muB, wenn die Zweistofftheorie richtig ist, der gemeinsame 
Faktor, der sowohl mit Chinon wie mit Sauerstoff wirksam ist, nimlich 
die Dehydrase, der begrenzende Faktor und der Sauerstoffiibertriger 
im Uberschu8 vorhanden sein. Die Theorie von Tanaka, daB der 
Sauerstoffiibertrager in Acetonbakterien nur in minimaler Menge 
vorliegt, kann somit als widerlegt gelten. 

Denn entweder ist ein Sauerstoffiibertrager nicht notwendig, oder 
der Sauerstoffiibertrager ist im UberschuB sugegen. Diese letzte 
Moglichkeit fiir die Zweistofftheorie ist aber nicht wahrscheinlich. 
Denn der hypothetische Sauerstoffiibertriger miBte dann, wie aus den 


1 H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95, 1928, 
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Versuchen hervorgeht, wasserunléslich und ziemlich unempfindli 
gegen Aceton- und Alkohol-Atherbehandlung sein. Die Versuch) 
deuten alle darauf hin, daB der Sauerstoffiibertrager nicht notwend iy 
ist und die Dehydrierung von Isopropylalkohol zu Aceton mit O, als 
H,-Akzeptor nur durch Alkoholdehydrase vermittelt wird. 


7. Wirkung von HCN auf die Dehydrierung von Isopropylalkohol mit 0, und 
Chinon als Akzeptoren. 
Die diesbeziiglichen Versuche sind in Tabelle V und Abb. 2 wiede: 
gegeben. Die Dehydrierung durch O, wird schon in m 10000 HCN aut 
die Halfte herabgesetzt, doch wird sogar in m 100 HCN die Delivdrierung 


Tabelle V. 
Acetonpriparat 38 aus Bact. Pasteurianum. Weniger als 1000 lebenc: 
Bakterien in Ig. Die Zahlen bedeuten Milligramm <Aceton, gebildet i) 


2 Stunden bei 25°. Versuche + Chinon: 0,02 g Praparat + leem m | 
Chinon + 1 cem Wasser oder 1 ccm neutrale H C N-L6ésung in solcher Stark: 


daB die unten angegebenen Konzentrationen erreicht wurden, und 0,1 cen 
63° ig. Isopropylalkohol. d.h. im ganzen 3° ig. Isopropylalkohol. — In 


atmospharischer Luft. V ersuche Chinon: 0,067 g Praparat + 1 ec 
Wasser + 1 com Wasser oder 1 com neutrale HCN-Lésung usw. wie oben 
Auf 100 qem Filtrierpapier aufgesogen. Nach der Versuchszeit wurc: 


destilliert und die Acetonmenge nach Scott-Wilson titriert. Ein Zehnte| 
aller Versuchslésungen war Phosphatpuffer, px 6,8. 





In HCN von der Gesamtkonzentration 





Ohne HCN m/10 000 m 1000 m/200 m_ 100 m 10 
Ohne Chinon. . . 1,05 0,58 0,38 0,40 0,39 0,74 
In m/20 Chinon . 1,27 1,20 1.03 0,82 0,57 0,33 
l 
70 


QS} 








j 
| 
| 58 29 
"fre 7 
Abb. 2. 
Ordinate = mg Aceton gebildet in 2 Stunden bei 25°. Abszisse = mg HCN pro Liter 
Bakterienaufschwemmung. 





an 


OOOO 0,02 g Bakterienpraparat in m 20 Chinon. 
xxP 0,067 g Bakterienpriiparat ohne Chinon. 
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nur auf 4, herabgesetzt. Sehr sonderbar aber immer wieder be- 
stitigt -— war es, daB die Dehydrierung in m 10 HCN wieder ansteigt 


bis zu ungefahr 7 ,, des Wertes ohne HCN. Das Verhalten der getéiteten 
Bakterien weicht von dem der lebenden Bakterien ab, insofern man aus 
der Athylalkoholdehydrierung schlieBen darf!. Denn diese wird schon 
durch m 1000 HCN auf ungefaihr * j9 herabgesetzt, wenn O, Ak- 
zeptor ist. 

Die Dehydrierung durch Chinon wird auch durch HCN beeintrachtigt, 
aber wie die Abb. 2 zeigt, in ganz anderer Weise als die Dehydrierung 
durch O,. Erst durch m/100 HCN wird die Aktivitat auf die Hialfte 
herabgesetzt, und sie steigt nicht wieder in m 10 HCN. 


s. Vergleich zwischen der ©,-Absorption und der Acetonbildung aus Iso- 
propylalkohol in verschiedenen HCN Konzentrationen, 

Wenn O, direkt ohne Zwischenkatalysator Akzeptor fiir den durch 
die Alkoholdehydrase aktivierten Wasserstoff ist, dann diirfte man 
H,O, als Zwischenprodukt erwarten. Und wenn die Katalase durch 
HCN inaktiviert ist, kénnte sich das Wasserstoffsuperoxyd vielleicht 
ansammeln. Wieland und Rosenfeld (1. c.) haben fiir Xanthindehydrase 
und andere Dehydrasen H,O, als Zwischenprodukt nachgewiesen, wenn 
0, Akzeptor ist. Die Folge einer solchen Ansammlung von H,0, wiirde 
die sein, daB die O,-Absorption die Acetonproduktion tibersteigen 
miiBte (1 Millimol Isopropylalkohol + 11,2 eem O,—» 1 Millimol, d. h. 
58,1 mg Aceton). 

Nun geht aus Tabelle VI hervor, daB ohne HCN die gefundene 
Acetonmenge genau der aus der Sauerstoffabsorption berechneten ent- 
spricht, daB aber in m 10 HCN vielmehr Sauerstoff als der gebildeten 
Acetonmenge entsprechend absorbiert wird. In m/500 HCN wird 
umgekehrt ein wenig mehr Aceton als berechnet gebildet. Es ist darum 
nicht méglich, aus diesen Versuchen auf eine sichere Bildung von H,O, 
zu schlieBen. Doch scheint die groBe O,-Absorption in m 10 HCN 
immerhin dadurch am besten erklarlich. 


Aus den Versuchen mit HCN sieht man, daB HCN die Akzeptor- 
wirkung von Sauerstoff in anderer Weise als die von Chinon beeinfluBt 
Fir diese Versuche kénnte man nun nach Tanaka die Erklarung ver- 
suchen, da Cytochrom als Sauerstoffiibertriger durch gesteigerten 
Zusatz von KCN desoxygeniert wurde. Indessen laBt sich diese Auf- 
fassung nicht durchfiihren. Die Dehydrierung mit O, sinkt namlich, 
wie oben erwahnt, bei Zusatz von HCN nur auf 40°, des Wertes ohne 
HCN, und das ]aBt sich mit der Notwendigkeit eines Eisenkatalysators 
nicht in Einklang bringen. 


1 H. Wieland u. A. Bertho, |. ec. 1928. 
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Tabelle VI. 


Acetonproduktion und O,-Absorption durch getétete Essigbakterien -- HC \ 
lg acetongefallte Bact. Pasteur. (E weniger als 10000 und F weniger . 
10000 lebende Bakterien pro | g) wurden mit 10 cem Wasser (oder neut 
HCN-Lésung) und 0,5cem 63° ,ig. Isopropylalkohol oder 0,5 cem Was: 
verriihrt (die Lésungen enthielten immer ein Fiinftel Phosphatpuffer, px 6.» 
und in 400 qem Filtrierpapier aufgesogen. Jede Versuchsportion verweilt: 
3 Stunden bei 25° in einem 50 ccm groBen GlasgefaB mit Glashahn obe: 
und unten. Nach 3 Stunden wurde eine Luftprobe mit dem Haldan, 
Luftanalysenapparat (in der Form, wie sie beschrieben ist bei Boys: 


Jensen in Oppenheimer- Pincussen, Methodik der Fermente, 8.671. Leipzig 


1929) entnommen, indem Quecksilber durch den unteren Hahn eingelassen 

wurde. Nach Probenahme wurden 20 cem Wasser der Versuchsportion 

zugesetzt, gemischt und ein aliquoter Teil destilliert und auf Aceton titriert 

Die Korrektionswerte fiir Sauerstoffabsorption und ,,Aceton*’ in den Vei 

suchen ohne Isopropylalkohol sind von den Werten — Isopropylalkoho 

abgezogen. Die Korrektionswerte sind zum Vergleich in der Tabelle VI 
angefiihrt (in Klammern). 





Aceton in mg pro 1g Bakterien Aceton - dae, 
Praparat in 3° sig. in 3 Stunden gefunden i. . me oi a 
Isopropylalkohol- . — in %, der | ® ee GefliBen y 
=e gefunden oTechnet aus oer enge + Isopropslalko 
Ohne HON. . JE, 14,12 (0,60) 14,2 99 2,73 (1,81) 
. \F 14,04 (0,60) 14,64 96 2,86 (1,11) 
r , |E 6 (1,02) 3,75 108 0,72 (1,20) 
500 HEN [E 4.06 ( a Soe 
in m/S00 HCN ir | = 9.08 (1.21) 242 116 0.46 (0.61) 
ve. fE 6,20 (0,62) 8,35 74 1,61 (0,45) 
0 ( . : tgs - = 4. 4 : 
In m/10 HCN: iF || 6.61 (1,62) 9.85 67 2,06 (0.23) 


Zusammenfassung. 


1. Die Dehydrierung von Isopropylalkohol zu Aceton durch: 
getotete Essigbakterien (Bact. Pasteurianum) ist untersucht worden 
Die Dehydrierung von Isopropylalkohol ist besonders fiir soleche Unter- 
suchungen geeignet, weil Aceton leicht bestimmbar ist und weil Aceton 
von getéteten Bakterien nicht weiter umgebildet wird. 

2. Die Dehydrierung von Isopropylalkohol durch getétete Essig- 
bakterien kann sowohl mit O, wie mit Chinon als Akzeptor geschehen 
Die Aktivitaét mit O, als Akzeptor ist 25 bis 30°% von der mit Chinon 
Das Verhaltnis Aceton-O,: Aceton-Chinon ist konstant, obwohl dis 
Aktivitat der Praparate sehr variiert (Tabelle I) und beinahe so groB ist. 
wie Bertho fiir lebende Essigbakterien gefunden hat. 

3. Die Destruktionstemperatur der Alkoholdehydrase ist 54,5° ©, 
sowohl wenn O,, wie wenn Chinon Akzeptor ist (Tabelle II, Abb. | 

4. Weder durch Auswaschen noch durch Aufschwemmung de! 
Acetonbakterien in Wasser und Fallung mit Alkohol-Ather kann man 
das Verhaltnis Aceton-O,: Aceton-Chinon verschieben. Sowohl di 
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\ktivitat gegeniiber O, wie die gegeniiber Chinon wird durch diese 
Kehandlungen im gleichen MaBe geschadigt (Tabelle ITT und IV). 

5. Die Tatsachen in den Abschnitten 2 bis 4 machen es sehr wahr- 
scheinlich, daB die Alkoholdehydrase sowohl Chinon wie Sauerstoff 
als Akzeptoren anwenden kann, ohne daf der Sauerstoff erst durch 
Cytochrom oder ,,echte Oxydasen** aktiviert wird. Die Theorie von 
Tamiya und Tanaka ist meines Erachtens nicht richtig; die Alkohol- 
dehydrase verhalt sich wie die von Wieland und Mitarbeitern untersuchte 
Succinodehydrase und Aldehydrase der Milch. Die Alkoholdehydrase 
der Essighakterien kann wahrscheinlich ohne Sauerstoffiibertrager O, als 
Akzeptor verwenden. 

6. In einem Punkt differieren O, und Chinon: Im Verhaltnis gegen- 
uber HCN, indem O, als Akzeptor weit mehr als Chinon durch Blau- 
siure beeintrachtigt wird. Doch ist selbst in m 100 HCN die Wirkung 
von O, als Akzeptor nur auf # ,, herabgesetzt, und in m/10 HCN betragt 
19 von der ohne HCN. 
Die getéteten Bakterien sind somit weit weniger empfindlich gegen 
HCN als die lebenden (Tabelle V). 

7. Ohne HCN wird eine der Sauerstoffabsorption entsprechende 
Acetonmenge gebildet. In m/10 HCN wird nur 67 bis 74°, von der 
aus der Sauerstoffabsorption berechneten Acetonmenge gefunden. 


die Dehydrierung durch O, merkwiirdigerweise * 


Ob das vielleicht auf Anhaufung von H,O, beruht, ist unentschieden 
(Tabelle VI). 


Zur Kinetik der Fumarase'. 


Von 


Kurt P. Jacobsohn, Fernando Bello Pereira und Joao Tapadinhas. 
(Aus dem Institut Rocha Cabral in Lissabon.) 


(Eingegangen am 4, August 1932.) 


Einleitung. 


In einer Reihe von Untersuchungen iiber die Verbreitung un: 
Wirkungsweise der Fumarase wurde die Tatigkeit dieser Hydratase beim 
oxydativen Stoffwechsel fast aller tierischen und _ vegetabilischen 
Zellen? beobachtet und ihre enzymatische Natur vor allem durch den 
Nachweis ihrer Spezifitat® sichergestellt. Indessen kann die Erforschung 
eines biologisch-katalytischen Prozesses nicht als abgeschlossen gelten 
solange nicht die Kinetik seines aktiven Prinzips in ihren Kinzelheit: 
der experimentellen Analyse zugefiihrt worden ist. Die Erfiillung diese. 
Forderung der physikalischen Chemie erschien um so lohnender, als de 
besonders einfache Reaktionsmechanismus der Fumarase allgemeine 
Aufschliisse iiber die Fermentkinetik zu geben versprach. Diese wurde 
bisher hauptsadchlich am Musterbeispiel der enzymatischen Rohr 
zuckerspaltung untersucht, deren Erforschung durch die einfache 
polarimetrische Bestimmung der optisch-aktiven Reaktionsprodukte 
erleichtert wurde. Es stellte sich indessen heraus, daB die Einfachhei 
der Methodik bei dieser fermentativen Hydrolyse durch konstitutione 
Schwierigkeiten* beim Substrat kompensiert wird. Um so unkomp: 
zierter erschien die kinetische Erforschung der Fumarasewirkung; ihre 
quantitative Verfolgung durch die polarimetrische Bestimmung de: 


' Siehe auch die vorlaufige Mitteilung, diese Zeitschr. 249, 72, 1932. 

2 K. P. Jacobsohn, ebenda 234, 401, 1931; K. P. Jacobsohn u. A. da Cruz. 
C. r. de la Soc. de biol. 107, 94, 1931; A. da Cruz, ebenda 108, 198, 1931: 
K. P. Jacobsohn u. A. da Cruz, ebenda 109, 506, 1931. 

8 K. P. Jacobsohn u. F. B. Pereira, ebenda 108, 208, 1931; K.P 
Jacobsohn, diese Zeitschr. 248, 1, 1931; A. da Cruz u. J. Tapadinhas, C. 1 
de la Soe. de biol. 110, 1063, 1932. 

* Siehe auch R. Weidenhagen, Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 168, 1932 
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ebildeten oder verschwundenen |-Apfelsiure fiihrt schnell zu genauen 
esultaten, und es tritt in echt monomolekularer Reaktion nur ein 
teaktionsprodukt neben dem Substrat in Erscheinung, so daB die 
leutung der gefundenen Beziehungen einfach ist. Dazu kommt, daB 
ie Hydratisierung der Fumarsiure bzw. die Reversion dieses Pro- 


oe 


zsses im Gleichgewicht endet, so daB die Ergebnisse unserer Unter- 
suchungen neues Licht auf die Natur der verhaltnismaBig noch wenig 
rforschten enzymatischen Gleichgewichte zu werfen versprachen. 


Zur physikalischen Chemie der Fumarase. 


Die ersten physiko-chemischen Daten iiber das System der Fumarase 

nd den Entdeckern des Enzyms Battelli und Stern zu danken', die bereits 
iuf die Einstellung eines echten Gleichgewichts zwischen der Fumarséure 
ind der Apfelséure unter der Wirkung tierischer Gewebe hinwiesen. Auch 
machten sie bereits Beobachtungen tiber die optimale Temperatur und 
Wasserstoffionenkonzentration der Fumarase. Weitere Untersuchungen 
iber die Wirkungsweise des Enzyms stellten sodann Einbeck*® und vor allem 
Nakin® an, der die asymmetrische Bildung von 1-Apfelsiure nachwies; es 
wurde spater gezeigt *, daB die stereochemische Spezifitat der Fumarase bis- 
her nicht durch dieselben Versuchsmodifikationen beeinfluBt werden konnte, 
die bei Lipasen und der Phosphatase sogar zur Umkehrung der optischen 
Orientierung des Systems gefiihrt hatten®. Nicht unwichtig fiir die Kinetik 
der Fumarase war auch die Feststellung*®, daB sie ihre Tatigkeit ohne Mit- 
wirkung eines spezifischen Aktivators ausiibt. Eingehendere Erhebungen 
iiber die Wirkungsweise der Fumarase stellen auch die Arbeiten Clutterbuck s? 
r; dieser Autor stellte Vergleiche der enzymatischen Aktivitat bei animali- 
hen Praparaten verschiedener Herkunft an; er wies eine Aktivierung der 
{vdratase unter dem Einflu8 von Phosphaten bei einem optimalen 
DH 7.2 nach und zeigte die hemmende Wirkung des Natriumchlorids 
und besonders des Natriumfluorids auf die Fermentwirkung, wahrend 
Cyanid sich als unschadlich herausstellte. Auch wurde der Temperatur- 
koeffizient der Fumarase bei verschiedenen Praparaten bestimmt. Kinetisch 
von Interesse sind besonders die Untersuchungen von Mann und Woolf 
iiber .,die Wirkung von Salzen auf die Fumarase™, die eine Fortfiihrung 
und Erklarung der Beobachtungen Clutterbucks darstellen (l.c¢.). . Die 
SNutoren stellen fest, daB die Aktivitéts-pq-Kurve der Fumarase ohne 
satz von Salzen symmetrisch zwischen pr 5 und 7,7 verlauft mit dem 
ptimum von pH 6,4; sie konstatierten Beschleunigung des H ydrati- 
sierungsprozesses in Gegenwart von Phosphaten zwischen pu = 6,0 bis 8,8. 
Bei gegebener Wasserstoffionen- und Substratkonzentration erhielten die 
Autoren fiir bestimmte Phosphatkonzentrationen entsprechende Akti- 


F. Battelli u. L. Stern, C. r. de la Soe. de biol. 84, 305, 1921. 

H. Einbeck, diese Zeitschr. 95, 296, 1919. 

H. D. Dakin, J. of biol. Chem. 52, 183, 1922. 

K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 234, 401, 1931. 

5 Siehe auch E. Bamann, Arch. f. Pharm. 269, 356, 1931. 

6 K. P. Jacobsohn, diese Zeitschrift 248, 1, 1931. 

7 P. W. Clutterbuck, Biochem. J. 21, 512, 1927; 22, 1193, 1928. 

* Ph. J.G. Mann u. B. Woolf, Ber. f. d. ges. Physiol. 57, 323, 1931. 
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vierungen der Fermentwirkung; bei Anwesenheit von 6,2 mol. Phosphat 
durch welches bei jedem px die maximale Wirkung erzielt wurde, wurd: 
eine symmetrische Aktivitétskurve mit dem Optimum bei pa = 6,9 beo 
achtet. An Hand dieser und anderer Ergebnisse entwickelte Woolf! kiirzlic! 
neue, sehr interessante Anschauungen iiber die Wirkung der Fermente und 
speziell auch der Fumarase, die in einer Erweiterung der bekannten Theor 
von Michaelis und Menten? gipfeln. 

Das bisher vorliegende experimentelle Material scheint uns _ in 
Anbetracht des Fehlens der wichtigsten kinetischen Daten nicht g: 
nugend, um zu einem klaren Bild des Reaktionsmechanismus der 
Fumarase fiihren zu kénnen. Es soll daher vorlaufig weder zu friiheren 
Fermenttheorien Stellung genommen werden, noch die gewonnenen 
Ergebnisse schon zu neuen hypothetischen Erwagungen iiber die 
Natur der Fumarase ausgewertet werden, sondern durch Ansammlung 
von Versuchsresultaten kinetischer Natur soll spaterer Aufklarung 
ihrer Wirkungsweise der Weg geebnet werden. 


Aus diesem Arbeitsplan folgt, daB die Tatigkeit der Fumarase 


vom rein chemischen Standpunkt als katalytischer ProzeB, der nach 
den Gesetzen der Massenwirkung im homogenen System ablauft, auf. 
gefaBt und untersucht werden soll: wir tragen also in der Versuchs. 
anordnung nicht dem Sonderfall der enzymatischen Katalyse Rechnung 


Uber die Kinetik reversibler monomolekularer Systeme. 


Aus der Anwendung des Massenwirkungsgesetzes auf umkehrbar: 
Reaktionen folgt fiir monomolekulare Prozesse die Reaktionsgleichung 


dx 


dt ki (a— x) — kya, 


in der x die zur Zeit ¢ umgesetzte Substratmenge und a@ deren Anfangs 
konzentration darstellen. Im Gleichgewicht wird 


: P » x g6-—= 2. 
ba 0 und __ kK, 
d t ky J 


x 


wo K die Gleichgewichtskonstante und x, die bei Erreichung des Gleich 
gewichts umgesetzte Substratmenge x bedeutet. Die Integration der 
Reaktionsgleichung ergibt die Zeitgleichungen: 

xr r l =< , z.. 
ky 1 ° 2 e In = ka = . = In — — 


t a rx’ aes a t4, — x 


und 


ky is ky = : In — aig 


in denen k, und &, die Geschwindigkeitskonstanten der Synthese bzw 
des Zersetzungsprozesses darstellen. 


! B. Woolf, Ber. f. d. ges. Physiol. 65, 132, 1932. 
2 L. Michaelis u. M. L. Menten, diese Zeitschr. 49, 333, 1913. 
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Aus der Anwendung dieser Formeln auf das System der Fumarase 
vt fiir die Gleichgewichtskonstante 


ae a | Fumarsaure | 


{l-Apftelsaure] ’ 


die Reaktion in wasseriger Lésung ablauft, in der die Konzentration 
ies Wassers praktisch konstant bleibt. Die Bestimmung der Komponenten 

System erfolgt nun durch die polarimetrische Dosierung der jeweils 
vorhandenen |-Apfelsiure; wir erhalten demnach durch Einsetzung der 
entsprechenden Drehungen an Stelle der Konzentrationen fiir die Gleich- 
ye wichtskonstante : 
eo ky ro "x 

ky V0 

indem rx der Malatkonzentration im Gleichgewicht entspricht und r, die 
Anfangsdrehung der |-Apfelsaurelésung darstellt, wenn diese als Ausgangs- 
material diente; bei Verwendung von Fumarsaure entspricht ry der Rotation, 
die sich bei 100°, iger Hydratisierung zu Apfelsdure einstellen wiirde und 
die durch polarimetrische Bestimmung einer aquimolaren |-Malatlésung 
ermittelt wird. 


Bei Einsetzung der entsprechenden Drehungen in die Zeitgleichungen 
erhalt man fiir die Hydratisierung der Fumarsdure : 


k S| Me Y k 1 "o—'x ry 
; = ° a > i9 ’ 
: t Yo : c.— # 2 t ro ” eed 
1 Vx 
k + ke In . 
5 t i.—F- 


Fir den ReversionsprozeB ergibt sich aus der entsprechenden Zeit- 
gleichung: 


lax , , , 
= = k,(a’— 2x’) —k, 2": 
1 Yo-'e. TO~Te SZ fo— lr, 
ko In ; ky In ’ 
t Yo dogs t 1 P=. 
beh + e——= 
1+ hs t “ [-T. 


In diese Formeln tritt auBer den bereits definierten GréBen r, und r. noch 
die jJeweils zur Zeit t beobachtete Drehung r der Versuchslésung ein. 


Es war nunmehr unsere Aufgabe, zu priifen, inwieweit die hier 
entwickelten Reaktionsformeln fiir das enzymatische System der 
Fumarase gelten. 

Ahnliche Untersuchungen an Fermentkatalysen wurden schon friiher 
besonders von Bodenstein und Dietz! ausgefiihrt, die das reversible System : 
i-Amylalkohol + n-Butterséure “> i-Amyl-n-butyrat + Wasser einer ein- 
gehenden kinetischen Analyse unterzogen. Von groBer Bedeutung sind 


1 Zitiert nach W. Dietz, H. 52, 279, 1907. 
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ferner die Berechnungen v. Eulers', die aus dem Versuchsmaterial Bourquelots 
iiber die enzymatische Synthese des Methylglucosids folgten. Diesen 
beiden Fermentsystemen gegeniiber waren wir bei unseren Untersuchunyge; 
iiber die Kinetik der Fumarase insofern im Vorteil, als die groBe Aktivitat 
einiger unserer Enzympraparate eine raschere und iibersichtlichere Ein 
stellung des Gleichgewichts vermittelte und so die Exaktheit unserer |: 
gebnisse begiinstigte. AuBerdem waren die Lipasepriparate von Bodenst: ) 
und Dietz im Gegensatz zur Fumarase wasserunléslich, so daB diese Autoren 
ein makro-heterogenes System erhielten. Wir werden auf die genannte: 
Arbeiten im Laufe unserer Untersuchungen zuriickkommen. 


Im ersten Teil unserer Untersuchung werden wir die von der 
Theorie geforderte Konstanz des Gleichgewichtsquotienten unter den 
verschiedensten Versuchsbedingungen priifen und im zweiten Teil dic 
oben entwickelten Zeitgleichungen ebenfalls unter dem EinfluB ver. 
schiedener Faktoren auf das System der Fumarase anwenden. Endlich 
wird untersucht werden, ob der gefundene Gleichgewichtsquotient K 
nach den Grundlagen des Massenwirkungsgesetzes mit dem Verhaltnis 
der Geschwindigkeitskonstanten k,/k, iibereinstimmt. 


Zur Methodik. 
a) Herstellung der Ansdtze. 


In unseren Versuchsansétzen wurden 10°,ige Substratlésungen?* 
verwandt, die durch Verdiinnung mit der Fermentlésung, Puffer und 
Wasser auf die gewiinschten Konzentrationen gebracht wurden. = Zi 
Herstellung der Substratlésungen wurde die Fumarsaure (Kahlbauwm) bzw 
1-Apfelsaure (Kahlbawm) mit 3n Natronlauge neutralisiert, und die e1 
haltene Lésung so verdiinnt, daB sie 10° ig an freier Dicarbonséiure war. 
Bei Vergleichsversuchen mit beiden Komponenten des Systems als Sub- 
straten wurden diese nach dem Verhaltnis ihrer Molekulargewichte zu 
Reaktion gebracht, indem 1 cem Substratlésung im Fumaratansatz 1,155cem 
der Malatlésung im Parallelversuch entsprach. 

Die Fermentausziige wurden bei Versuchen mit tierischem Enzym durch 
Mazeration der Organe mit einer dreifachen Wassermenge? und Zentrifu 
gierung der Fliissigkeit am folgenden Tage hergestellt. Zur Gewinnung 
von Erbspraparaten wurde der fein gemahlene Samen in der iiblichen 
Weise mit Aceton und Ather behandelt, das gewonnene Pulver gleichfalls 
mit Wasser mazeriert, und am folgenden Tage das Zentrifugat verwendet. 
Die frischen Hefen wurden in Wasser suspendiert und die Aufschwemmungen 
mit der Substratlésung vermischt; auBerdem wurde aus Trockenhete 
Mazerationssaft hergestellt. Alle Safte wurden durch Zusatz von 3°, ihres 
Volumens an Toluol steril erhalten. Die Pufferlésungen wurden nach 
Sérensen bereitet. 

Zu den Ansatzgemischen aus Substratlésung, Fermentauszug, Puffer 
und Wasser wurden weitere 2°,, des Fliissigkeitsvolumens an Toluol hinzu 
gesetzt,, um die irreversible Weiterverwandlung der 1-Apfelséiure zu vei 
hindern und um der Bildung von Bakterien vorzubeugen. 


' Siehe H. v. Euler, Chemie der Enzyme 1, 305, 1925. 
* Uber eine Abweichung von dieser Regel wird an Ort und Stelle hin 
gewiesen werden. 
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b) Bestimmung der 1-Apjfelsdure. 

In friiheren Versuchen ,,iiber die biochemische Hydratisierung der 
Fumarsaure durch pflanzliche Zellen und Hete“ (1. c.)! war durch die gravi- 
metrische Bestimmung der beiden Reaktionsprodukte gezeigt worden, daB 
die polarimetrische Bestimmung der 1-Apfelsiure zur Festlegung des Gleich- 
gewichts der Komponenten im System der Fumarase den tatsachlichen 
Verhaltnissen gerecht wird. Wir beschrankten uns daher bei unserer kineti- 
schen Untersuchung auf die polarimetrische Methodik. Indessen stellte 
sich bei Beginn unserer Untersuchungen heraus, dai die Bestimmung der 
|-Apfelsaure in Gegenwart von Uranylacetat nicht so tibereinstimmende 
Werte ergibt, wie es den Anspriichen kinetischer Messungen entspricht. 
Durch eine Arbeit von J. H. Quastel*® iiber den EinfluB von organischen 
Farbstoffen auf die Fumarasewirkung wurden wir nun auf eine Methodik® 
aufmerksam gemacht, nach welcher das |-Malat gleichfalls polarimetrisch 
in essigsaurer Lésung in Gegenwart von Ammonmolybdat bestimmt wurde. 
Da uns die Originalarbeit von Auerbach und Kriiger*® nicht zuginglich war, 
erprobten wir an Hand des Zitats eine schnelle und zuverlassige Methodik, 
die bei allen Versuchen verwendet wurde. 5 ccm der (gew6hnlich 2° igen) 
Ansatzlésung, die im Ablauf der Reaktion 10 bis 150 mg 1-Apfelsidure als 
Malat enthielten, wurden bei der Versuchstemperatur mit 0,5 cem Eisessig 
vermischt, und darauf 4,5 cem gesiattigter (14,2 °,iger) Ammoniummolybdat- 
lésung hinzugefiigt; die Mischung wurde durch ein trockenes Filter 
gegeben und bald im 1- oder 2-dm-Rohr polarisiert. Bei den Ansitzen mit 
erhéhter Substratkonzentration wurde die Versuchslésung vor der 
Polarisation entsprechend verdiinnt, und zwar wurden z. B. 5ecm der 
Versuchslésung mit einer Anfangskonzentration von 8°, an Substrat zu 
einer Mischung von 2 ccm Eisessig und 15cem Wasser zugesetzt, so daB 
die erhaltene Lésung wieder die iibliche Konzentration an den Komponenten 
aufwies. Von der sauren Mischung wurden dann 5,5 ccm unter Zusatz von 
4,5cem Ammonmolybdatlésung zur polarimetrischen Bestimmung ver- 
wendet. Die beobachtete Drehung wurde mit einem der Verdiinnung ent- 
sprechenden Faktor multipliziert, und zwar bei dem gegebenen Beispiel 
mit 4. Die Ablesung wurde bei Zimmertemperatur im D-Licht vorgenommen, 
das in groBer Intensitét nach Neuberg* durch die Einfithrung von Natrium- 
nitrit in die Flamme des Bunsenbrenners erhalten wurde. Die Polarisation 
muBte nach Zusatz des Molybdats bald vollzogen werden, da sonst die 
Lésung, zumal in Gegenwart von Phosphatpuffern, die intensive Farbe des 
Molybdaénblaus annahm und undurchsichtig wurde. Dieselbe Reaktion 
trat oft recht schnell bei Verwendung frischer Safte auf, verlor sich aber 
nach eintigigem Stehen, das die Aktivitét der Praparate nicht beein- 
trachtigte. Da bei einer Reihe von Ansatzen Adsorption von Apfelsiure 
an die mit der Saure und dem Molybdat ausgefallten Proteine beobachtet 
wurde, konnte die Bestimmung der spezifischen Drehung der |-Apfelsiure 
in Gegenwart von Ammonmolybdat zur Auswertung der Versuchsergebnisse 
nicht geniigen; vielmehr wurde die Malatrotation (7)) jJedesmal bei 5 cem 
Ansatzlésung streng unter den beschriebenen Versuchsbedingungen in 


1 Siehe auch K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 239, 449, 1931. 

2 J. H. Quastel, Biochem. J. 25, 898, 1931. 

3 F. Auerbach u. D. Kriiger, Zeitschr. f. d. Unters. v. Nahrungs- u. 
GenuBm. 46, 97, 1923. 

4 C, Neuberg, diese Zeitschr. 24, 423, 1910. 
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Gegenwart des Fermentpriparats ermittelt. Unter denselben Kaute) 
wurde die Eigendrehung der Fermentlésung bestimmt, um die die gefundenen 
Werte jedesmal korrigiert wurden. 

Leider stand uns nur ein Polarimeter einfachster Konstruktion 2); 
Verfiigung, so daB bei der Messung Ablesungsfehler von -+- 0,05° unve: 
meidlich waren, die natiirlich ihrerseits die Genauigkeit der berechnet or 
Konstanten beeintrachtigten. Unsere Beobachtungen stellen daher wenige: 
absolute Werte dar, als sie vielmehr eine vollauf ausreichende Grundlave 
zum Vergleich unter verschiedenen Bedingungen erhaltener Ergebniss: 
geben. 

Wir werden unsere Resultate in Tabellenform mitteilen; aus 
technischen Griinden kénnen wir indessen nur den geringsten Teil 
unseres umfangreichen Versuchsmaterials veréffentlichen. 


A. Uber das Gleichgewicht des Fumarasesystems. 

Da bei der enzymatischen Wirkung keinerlei Arbeit durch das 
Ferment geleistet wird, sollte die Gleichgewichtslage im System von 
denselben Faktoren abhaingen wie die Tatigkeit nicht fermentativer 
Katalysatoren. 

Uber das Gleichgewicht der Komponenten unter der Wirkung der 
Fumarase liegt ein reiches Material vor; jedoch hat sich im Laufe unserer 
Untersuchungen herausgestellt, daB alle diese Ergebnisse! mangels 
der Angaben iiber die Temperatur der Gleichgewichtseinstellung un- 
genau sind und daher nicht den Anspriichen kinetischer Versuche 
geniigen. Auch waren diese Arbeiten nicht mit dem Ziele ausgefiihrt 
worden, die gefundenen Werte unter einheitlichen Gesichtspunkten 
miteinander zu vergleichen, um den EinfluB der Versuchsbedingungen 
auf die Gleichgewichtslage zu priifen. 


Zur Methodik der Gleichgewichtsbestimmung. 


Die Versuchsansitze wurden im Brutschrank sich selbst iiberlassen., 
und an den folgenden Tagen ihre Drehung in Gegenwart von Ammon- 
molybdat bestimmt, bis diese konstant war. Der Gleichgewichtsquotient 

To lx : . 
ergab sich dann aus der Formel K = - Die Echtheit des erhaltenen 


a 
Gleichgewichts ging aus der Gleichheit der erhaltenen Endrotationen (7, 
bei Parallelversuchen hervor, die 4quimolare Mengen an Fumarséure bzw. 
Apfelsiure enthielten. Einzelheiten der Versuchsanordnung gehen aus 
den folgenden tabellarischen Versuchsprotckollen hervor. 


1. Uber den Einflu8B der Temperatur. 
Aus der Van ’t Hoffschen Reaktionsisochore: 


dinK @Q 
4T BF 


! Dasselbe gilt fiir die Resultate unserer vorlaufigen Mitteilung (1. ¢ 
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ist der EinfluB der Reaktionswirme Q bei der absoluten Temperatur 7’ 
aut die Reaktionskonstante K ersichtlich; damit ist die Temperatur- 
abhaingigkeit jedes Gleichgewichts gegeben, das sich unter Warmeabsorption 
oder in exothermer Reaktion einstellt. Dagegen ist die Gleichgewichtslage 
uuabhaéngig von der Temperatur, wenn die Warmeténung unbedeutend 
ist. d. h. praktisch Q 0 wird. Diese Voraussetzung war bisher bei den 
bekannten hydrolytischen Gleichgewichtsreaktionen enzymatischer Natur 
erfiillt; es wurde unseres Wissens nie ein EinfluB der Versuchstemperatur 
auf den Quotienten K beobachtet. Dieselbe Annahme wurde bisher auch 
fiir das System der Fumarase gemacht. Wir fiihrten Ungenauigkeiten 
bei unseren ersten Versuchen auf mangelhafte Exaktheit der Methodik 
zuriick, bis wir bei Gelegenheit der Ermittlung der Temperaturkoeffizienten 
noch gréBere Abweichungen von den iiblichen Werten fiir K beobachteten. 
Durch systematische Untersuchungen stellten wir dann fest, daB die Ver- 
suchstemperatur eine mabgebende Rolle bei der Einstellung des Gleich- 
gewichts spielt. So beobachteten wir fiir die Fumarase der Kaninchen- 
leber bei 38°: K = 0,26; bei 22°: K 0,16 bis 0,17 und bei 5°: K O11; 
die Gleichgewichtskonstante fallt demnach durch Temperaturverminderung 
um 33° auf iiber die Halfte ihres Wertes. Wurde ein Versuchsansatz vom 
Hisschrank (5°) dann wieder zuriick in den Brutschrank (38°) gebracht, 
verwandelte sich bald so viel 1-Apfelséure in Fumarsaure zuriick, daB der 
Quotient K wieder seinen héheren Wert erreichte. Entsprechende Tem- 
peraturabhangigkeit wurde auch bei einer Reihe anderer Fermentpraparate 
beobachtet, wie in Abschnitt 6 gezeigt werden soll; es mu®B indessen schon 
hier festgestellt werden, daB die Temperaturabhangigkeit der untersuchten 
vegetabilischen Fermentpraparate verhaltnismaBig geringer ist als die der 
tierischen Fumarase. Zur Kennzeichnung des Einflusses der Temperatur 
auf die Gleichgewichtskonstante soll A in Zukunft mit einem entsprechenden 
Suffix versehen werden, z. B. K,,. Die von uns ermittelte Wirkung der 
Versuchstemperatur auf die Gleichgewichtslage erscheint um so bemerkens- 








ecm Fumarsiéurelésung (10 °/ pig) 
~ Lebersaft (Kaninchen) 

- Phosphatpuffer py 6,9 

14 . Wasser 

0,7.  Toluol 





Fo” T re 

Zeit 7 = emperatur 
Versuch 1 Versuch 2 °C 
1. Tag + 6,75° + 6,80° 38 
2. + 6,80° + 6,859 38 
e + 7,70° 5 
- * + 7,30° 22 
—— + 6,75° 38 
Kg 0,26 0,26 38 
Kos 0,16 0,17 29 
K; 0,11 0,11 5 

ro +8,559**; d 1 


* Die hier und in allen folgenden Tabellen verzeichneten Rotationen stellen bereits die 
um die Eigendrehung der Fermentlisungen korrigierten Werte dar. 

** ]-Apfelsiure ist in Gegenwart von Ammonmolybdat rechtsdrehend; zur Vereinfachung 
der Tabellen werden wir indessen die erhaltenen Drehungen (r, ro und r..) ohne Vorzeichen 
wiedergeben. 
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werter, als elektropotentiometrisch nur unbetréchtliche Energieverschc- 
bungen im System der Fumarase beobachtet wurden’. Die Verbrennunys. 
warmen der beiden Komponenten sind ebenfalls fast gleich, so daB praktisc), 
allein die Schmelzwiéirme des Wassers die Warmeténung der Reaktion 
bedingt. Jedenfalls verrat die Erhéhung der Gleichgewichtskonstant«y 
durch Temperatursteigerung, da die Reaktion Fumarsaéure > 1-Apt. 
siure exotherm verlauft. 


2. Zur Einstellung eines echten Gleichgewichts. 

Aus unseren Beobachtungen folgt, da8 alle in der Literatur ve. 
zeichneten Werte fiir den Gleichgewichtsquotienten des Fumarasesysteris 
insofern unvollstandig sind, als die Temperaturangaben fehlen. Wir haben 
deshalb die Mehrzahl unserer Versuche (I. c.) unter Beriicksichtigung de: 
Versuchstemperatur wiederholt und haben festgestellt, daB die Fumarase 
in der Tat die Einstellung eines echten Gleichgewichts vermittelt, wie es 
die Gesetze der chemischen Katalyse fordern. Gleichgiiltig, ob Fumarsaur 
oder aquimolare Mengen 1-Apfelsiure als Ausgangssubstrat dienten, cic 
beobachteten Enddrehungen der Versuchsfliissigkeiten stimmten unter 
gleichen Bedingungen iiberein, wenn man die Fehlergrenze der Methodik 
beriicksichtigt. 





4 cem Fumarsiurelisung b 4,6 cem |l-Apfeisiurelésung 
4 . Lebersaft (Kaninchen) 4 »  Lebersaft (Kaninchen) 
4 ., Phosphatpuffer py 6,9 4  ., Phosphatpuffer py 6,9 
8 . Wasser 7.4 . Wasser 
04. Toluol 04 . Toluol 
_ Vx Tem 
Zeit See ee ee = ee ae ae AL 
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 1 Versuch 2 oC 
1. Tag 6,80° 6,75° 680° 6,85° 38 
 s 6,85° 6,80° 6,80° 6,75° 38 
&. ; 7,75° 7,70° 7,65" 7,70° 5 
Kos 0,25 0,26 0,26 0,26 38 
K, 0,10 0,11 0,12 0,11 5 
, d a” 855° 


3. Uber den EinfluB der Fermentkonzentration. 


Da sich die Fumarase als echter Katalysator betatigt, darf die Er- 
héhung oder Verminderung ihrer Konzentration keine Verschiebung des 
von ihr vermittelten Gleichgewichts auslésen. Ein EinfluB der Ferment 
konzentration auf den Endzustand einer katalytischen Reaktion ist nur 
so zu erklaren, daB die Enzymwirkung im Laufe des Prozesses durch aéubere 
Einfliisse vorzeitig paralysiert wird®, so daB der gefundene Endzustand 
kein echtes Gleichgewicht der Reaktionskomponenten darstellt; dieses 
stellt sich dann allerdings unter dem Einflu8 gréBerer Enzymmengen ein. 

Wir stellten im System der Fumarase Versuche mit Enzymkonzentra 
tionen im Verhaltnis 1: 2:3 an; die ermittelten Gleichgewichtskonstanten 
blieben unverandert, wie die Daten unserer Tabelle beweisen. 


1 H. Borsook u. H. F. Schott, Ber. f. d. ges. Phys. 64, 565, 1932. 
* Siehe G. Tammann, H. 16, 271, 1891. 
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4 m Fumarséurelisung 4 ccm Fumarsdurelisung 4 ccm Fumarsdurelisung 
Lebersaft 6 . Lebersaft 12 . Lebersaft 
r Phosphatpuffer pq 6.9 4 . Phosphatpuffer py 6,9 4 , Phosphatpuffer py 6.9 
. Wasser 6 . Wasser 
Toluol 04. Tolnol 04. Toluol 
Zeit * ry re Temperatur 
1. Tag 6,90° 6.80° 6,75° 38 
Sa 7,70° 7,75° 7.65" 5 
Ks 0,25 0.26 0,26 38 
K; 0,12 0,10 O11 5 
ry 860° ro 855° ro 8.59 
d l 


4. Uber den EinfluB der Substratkonzentration. ! 


Ebenso wie die Menge an Katalysator sollte auch die Konzentration 
der an der Reaktion teilnehmenden Substrate ohne Einflu®B auf die Gleich- 
gewichtslage im System der Fumarase sein. Diese Forderung des Massen- 
wirkungsgesetzes wird in der Tat von einigen Enzymen, wie z. B. den 
x-Glucosidasen, erfiillt. Indessen sind eine Reihe der in der Literatur be- 
schriebenen fermentativen Gleichgewichte von der Konzentration der reagie- 
renden Komponenten abhangig. Das Musterbeispiel eines solchen anormalen 








Substrat- Temp. 38°C 
Ansatz konzen- sailing Ti 
tration 1. Tag | 2. Tag 
1 cem Fumarsiurelésung | 
: ‘ — j 08% ro: 840° 345° 0,25 hs = 
04, Toluol 
4 cem Fumarsaurelésung 
k ‘ — | 2% ro: 6,80° 6,80° 0,25 : _— 
04, Toluol 
8 eem Fumarsaurelosung 
; > — | 4% | r.: | 18,89913,70° 0,25 ba -_ 
04, Toluol | | 
4 Leber = | go, |»: | 27,40%27,00" | 0,26 °- 
04, Toluol J 
1,15cem Apfelsaurelésung 
faa? aoe | oss, r.: 34 330° 026 4 as 
04 . Toluol 
4.6 cem Apfelsiurelésung 
at co | 20, rei | 6575" G80 025 J — 8 590 
04 , Toluol | 


* Die Leber wurde direkt mit Phosphatpuffer py: 6,9 mazeriert 
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Substrat- Temp. 38°C 
Ansatz konzen- — ——} K35 
tration 1. Tag 2 Tag 
9,.25eem Apfelsaurelésung 
4 ar Lebersaft - r_: 18.509 13.609 0.26 d 1 
6,75 . Wasser | /0 ca ro 17,1 
04 . Toluol 
13,85ceem Apfelsaurelésung 
4 »  Lebersaft | - si da 1 
‘o > ¢ - + 20.409 20.50° 0.2) - 
2,15 . Wasser | 6% Foo * ),40° 20,50 mm || £9 25,60 
4.0 * Toluol 


Verhaltens stellen die zitierten klassischen Untersuchungen von Bodenste/n 
und Dietz (l.c.) iiber die Einwirkung von Pankreaslipase auf das System 
n-Butterséiure, i-Amylalkohol *> i-Amyl-n-butyrat dar. Die Autoren 
beobachteten die Einstellung eines echten und von der Fermentmenye 
unabhingigen Gleichgewichts; jedoch wurde durch die Erhéhung de 
Substratkonzentration die Ester-H ydrolyse begiinstigt ; der Gleichgewichts- 
quotient erfuhr durch Anderung der Substratkonzentration in einer Ve1 


suchsreihe eine Verschiebung von K 1,3 fiir die 0,05n Lésung auf 

K = 3,3 fiir die 0.2 n Lésung der Komponenten. Indessen stellte sich dic 
: ne {Ester |'/2 

Beziehung K als konstant heraus. 


| Saure] 

Bei der Untersuchung des Einflusses der Substratkonzentration aut 
das System der Fumarase wurde in keinem Falle eine deutliche Ver- 
schiebung der Gleichgewichtslage beobachtet. Wir verwendeten Substrat- 
lésungen von 0,5 bis 8°, Anfangskonzentration an freier Saure und wiederum 
die bewahrten hochaktiven Lebersifte; der Gleichgewichtsquotient blieb 
konstant: AK,, = 0,25 bis 0,26. Wie in den friiheren Versuchen stellte sich 
auch unter so starker Veranderung der Konzentration dasselbe Gleich- 
gewicht ein, ob Fumarséure oder Apfelsiure als Ausgangssubstrat diente. 


5. Uber den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration und 
anorganischer Salze. 


Angesichts des unerwarteten Einflusses der Substratkonzentration 
auf, die Gleichgewichtslage bei manchen Fermenten entsprach eine Priifung 
des pu-Einflusses auf das System der Fumarase nur den Forderungen eines 


Zum EinfluB des px auf das Gleichgewicht. 





4 cem Fumarsiurelésung 


4.  Lebersaft 
8 ., Wasser 
04. Toluol 
4 .  Phosphatpuffer. 
5,3 6,5 7,2 8,3 
was tl Pa °° PH Pa Temperatur 
Zeit 
T x 0 Cc 
1. Tay 6,85° 6,75° 680° 6,809 | 38 
_ 7,70° 7,65° 7.70° 7,759 sl 5 
Kgs 0,25 0,27 0,26 0,26 38 
K; 0,11 0,12 0,11 0,10 5 


d 1; ro 8,55° 
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Zum EinfluB verschiedener Salze auf das Gleichgewicht. 





4 ccm Fumarséurelisung 4 cem Fumarsadurelisung 
4, Acetatpuffer py 6,3 4 Phosphatpuffer py 6,3 
4 . Lebersaft 4 .  Lebersaft 
8 . Wasser & . Wasser 
04. Toluol 04. Toluol 
Zeit I oe ry Peanpesetes 
1. Tag 680° 6,90° 38 
& » 6,80° 6,85° 38 
K 3 0,27 0,27 38 





d—1; 1» — 865° 


systematischen Vergleichs zwischen chemischer und enzymatischer Katalyse, 
wenn es auch als ausgeschlossen erschien, dai die Wasserstoffionen- 
konzentration Wirkung auf die Lage des Gleichgewichts haben sollte. In 


der Tat blieb die Konstante in einem Bereich von px 5,3 bis 8,3 bei 
Einwirkung von Lebersaft auf Na-Fumarat unverindert. Ebensowenig 


wurde die Gleichgewichtslage durch Zusatz von Phosphat gegeniiber Acetat - 
puffern gleicher Wasserstoffionenkonzentration verschoben. 


6. Uber den EinfluB von Katalysatoren verschiedener Herkunft. 

Bestatigten die beschriebenen Versuche die Annahme der katalytischen 
Natur der Fumarase, so konnte gleichfalls vorausgesetzt werden, daB die 
Gleichgewichtslage des Systems unabhangig von Herkunft und Konstitution 
des Katalysators sei, da ein solcher nur die Beschleunigung einer Reaktion 
bewirkt, aber nicht unter Leistung von Arbeit eine Verschiebung des Gleich- 
gewichts bewirken kann. 

Indessen lehrt die biochemische Literatur, daB enzymatische Gleich- 
gewichte betrachtlich von den natiirlichen Stabilisierungen chemischer 
Syteme abweichen kénnen. Eine derartige ,,Widerlegung’ des zweiten 
Hauptsatzes der Thermodynamik stellen vor allem die schon zitierten 
grundlegenden Beobachtungen von Bodenstein und Dietz dar. Wahrend 
diese Autoren je nach der Anfangskonzentration der Substrate in einer 


Versuchsreihe Gleichgewichtskonstanten von K 1,3 bis 3,3 in ihrem 
heterogenen enzymatischen System ermittelten, ergab die hamogene 
Saurekatalyse K 5,7. Unserem Arbeitsprogramm getreu geben wir 


hier nicht die Theorien verschiedener Autoren zur Erklarung dieses Ver- 
haltens der Fermente wieder, sondern beschranken uns auf die Verzeichnung 
der Tatsache. 

Leider wissen wir nichts iiber das natiirliche Gleichgewicht Fumar- 
siure ~> d, 1-Apfelséure bei niederen Temperaturen und kénnen daher 
auch keine Vergleiche zwischen diesem und dem enzymatischen System 
anstellen. Jedoch bestand die Méglichkeit, den EinfluB von Ferment- 
praparaten verschiedener Herkunft auf den Gleichgewichtsquotienten zu 
priifen. Es ist uns nicht bekannt, ob solche Untersuchungen schon an 
anderen fermentativen Gleichgewichten ausgefiihrt worden sind!. 


1 Eingehende Untersuchungen von P. Rona, R. Ammon u. Mitarbeitern 
(siehe Zeitschr. f. angew. Chem. 45, 357, 1932) iiber enzymatische Ester- 
bildung und Spaltung verfolgten andere Ziele; sie lassen keine Gleich- 
gewichtsberechnungen oder -vergleiche zu. 
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Nach unseren Beobachtungen scheint die Gleichgewichtslage im Syst: 
der Fumarase durch die Natur des wirkenden Fermentpraparats bedinyt 
Tierische Organsafte stellten im allgemeinen das namliche Gleichgewic},: 
ein; so vermittelten Nierensafte von Kaninchen, Hund und Hammel c: 
selben Gleichgewichtsquotienten A,, = 0,25 bis 0,26. Die gleichen Stab 
sierungen im System bewirkten verschiedene Organe desselben Hund 
wir beobachteten unter dem EinfluB von Saften aus Leber, Niere wie aus 
dem Muskelfleisch denselben Quotienten K,, = 0,26 und K,; = 0.1! 
Bemerkenswert ist indessen das Verhalten von Kaninchengeweben. Parall: 
versuche mit aquimolekularen Ansaétzen von Fumarsaure und 1-Apfelsaur 
lehrten, daB Leber und Niere dieses Tieres zwar das bekannte Gleichgewicht 
K,, = 0,25 bis 0,26 und K, = 0,10 bis 0,11 einstellten, daB aber unte: 
dem EinfluB von Muskelsaft die Gleichgewichtslage etwas zugunsten de: 
Fumarsaure verschoben wird, wie aus dem Quotienten AK,, = 0,30 und 
K, = 0,16 bis 0,17 hervorgeht. Ein anderer Parallelversuch mit beiden 
Substraten beweist, dai auch das Muskelfleisch eines Kaltbliiters (Gadi 
aeglefinus) die gewoéhnliche Einstellung des Gleichgewichts bei tierischen 
Geweben katalvsiert. 

Verschieden von dieser spezifischen Stabilisierung durch tierische 
Gewebe ist nun das Gleichgewicht im System unter der Wirkung vegetabili- 
scher Fermentpraparate. Zu unseren Versuchen zogen wir in erster Linie 
die Hefen heran, die sich schon in friiheren Versuchen (I. c.) als aktiv heraus- 
gestellt hatten. Wir konstatierten bei dieser Gelegenheit, daB auch di 
obergirige Hefe im Gegensatz zu den Beobachtungen Clutterbucks (I. c. 
Fumarase enthalt; ihre Wirkung vermittelte die Einstellung eines Gleich 
gewichts, dessen Quotient bei gleicher Versuchstemperatur betrachtlich 
héher war als unter dem EinfluB von tierischen Saéften (K,, = 0,36; 
K, = 0,21). Dieselbe Erfahrung machten wir mit Unterhefen. Bei Ver- 
wendung von Mazerationssaft, der aus getrockneter Unterhefe bereitet 
wurde, war der Gleichgewichtsquotient K,, = 0,38 bis 0,39; K,; = 0,30 
bis 0,31. Durch Parallelversuche wiesen wir nach, daB auch dieses Gleich- 
gewicht echt war. Auffallend ist nur, daB wir in einem anderen Versuch 
mit frischer Unterhefe, in dem dieselbe Heferasse verwendet worden war, 
die Hydratisierung der Fumarséure noch friither stabilisiert wurde. Wir 
werden diese ersten Versuche tiber den EinfluB der Herkunft und der Dar 
stellungsart des Fermentpraparats systematisch fortsetzen. Endlich priiften 
wir noch die Wirkung der Erbsfumarase und erhielten ein echtes Gleich 


Zum EinfluB desselben Organs (Niere) verschiedener Tiere auf das 
Gleichgewicht. 





4+ ecm Fumarsiurelisung 

4 . Phosphatpuffer py 6,9 
8 . Wasser 

04. Tolnol 


4 . Nierensaft von: 
was ‘Kaninchen Hammel Hund Temperatur 
Zeit 
Pox "x0 ? x oC 
1. Tag | 6,809 6,85° 6,80° 38 
Ky 0,26 0,25 0,26 38 


d iy (t% 855° 
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Zum Einflu8 verschiedener Organe desselben Tieres (Hund) auf das 


Gleichgewicht. 





4 cem Fumarsdurelisung 
4 , Phosphatpuffer py 6.9 


8 ., Wasser 
04. Toluol 
4 . Organsaft aus: 
Leber Niere 
Zeit 
? x _ 
1. Tag 6,80° 680° 
os 7,70 7.70" 
Ks 0,26 0,26 
K, 0.11 0,11 
d i) SO 8,55° 
Zum EintluB 


Gleichgewicht. 


Muskel Temperatur 
P x ( 
6,85° 38 
1,70 a) 
0,25 38 
0,11 a) 


verschiedener Organe desselben Tieres (Kaninchen) auf das 





4 ccm Fumarsiurelisung 


8 . Wasser 
04. Toluol 


4 . Organsaft 

Zeit _ 

Leber 
1. Tag 6,85° 
ve 6,80° 
ies 7,70 
Ks 0,25 
K, 0,11 


4.6 cem 


i-Apfelsdurelisung 


4 , Phosphatpuffer py 6,9 4 Phosphatpuffer py 6,9 
tA « Wasser 
04 Toluol 

aus: 4 . Organsaft aus: 

"ox Px Temperatur 
Niere Muskel Leber Niere Muskel ‘ 
6,90° 6,75° 6,80° 6,55° 6,60° 38 
6.80° 6,65° 6,80° 6,75° 6,60° 38 
7,80° 7,39 7,75° 780° 7,409 5 
0,25 0,28 0,26 0,26 0,30 38 
0,10 0,17 0,10 010 0,16 5 

d l;: n= 855° 


Zum EinfluB des Muskelfleisches von 


das Gleichgewicht. 


, Gadus aeglefinus** 


(Schellfisch) auf 





6 cem Fumars&urelésung 


12. . Muskelsaft 12 - 
4 ., Phosphatpuffer py 6,9 a ~ 
8 . Wasser 7.05 
05 . Toluol 0.5 
Zeit ? x0 lx 
1. Tag 6,99° 6,85° 
i 6,80° 690° 
3. . 7.55° 7,559 
Ks; 0,26 0.25 
K, 0,14 0.14 
d i .% &.60° 





6,95 cem 1-Apfelsiurelésung 


Muskelsaft 
Phosphatpuffer py 6,9 
Wasser 

Toluol 


° 


Temperatur 
{ 
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Zum EinfluB von Hefen auf das Gleichgewicht. 





8 cem Fumarsiurelisung 
3g frische Backerhefe 


8 ccm Phosphatpuffer py 6,9| 


Wasser 
04. Toluol 


Zeit r 
1. Tag 5,55° 
ene 6,309 
x ~~ 6,30° 
a s 7,20° 
rm 0,36 
K; 0,19 
d 1 
ry — 8,559 


40 cem 


Temperatur 
oC 


38 
38 
38 
5 
38 
5 


8 eem Fumars&urelisung 
3g frische Bierhefe 


| 
8 ccm Phosphatpuffer py 6,9| 


Wasser 
0,4, Toluol 


Zeit 


d 


To 


2,95° 
+,85° 
5,25° 
5.200 
5,50° 
0,64 

0,55 


1 
8,55° 


40 con 


Temperatur 
ve 


3S 
38 
38 
38 

5 
38 

5 





4 ccm Fumarsdurelisung 
4 ,  Phosphatpuffer py 6,9 


6 . Hefesaft 
6 ., Wasser 
0.5. Toluol 


4,6 cem 1-Apfelsiurelisung 

4 » Phosphatpuffer py 6,9 
6 .  Hefesaft 
54 . Wasser 
05 . Toluol 


Tem 








Fan "x0 
Zeit peratur 
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 1 Versuch 2 o¢ 
2. Tag 6.00° 6,10° 6,00° 6,05° 38 
ie, vas 6,35° 6,35° 6,40° 635° 5 
a 6,059 6,00° 6,00° 6,95° 38 
Ky 0,39 0,38 0,39 0,38 38 
K; 0,31 0,31 0,30 0,31 5 
d=1; ro = 8,35° 
Zum EinfluB von Erbssamen auf das Gleichgewicht. 
10 cem Fumarsaurelisung 11,55cem 1-Apfelsiurelisung 
30,  Erbssaft 30 » Erbssaft 
6 , Phosphatpuffer py 6,9 6 » Phosphatpuffer py 6,9 
4 . Wasser 2,45 . Wasser 
2 , Toluol 2 Toluol 
Zeit > - ee 
1. Tag 5,05° 5,15° 38 
ee 6,65° 6,70° 35 
m <2 6,60° 6,65° 35 
Gs 6,85° 6,85° 5 
Ks 0,31 0,30 35 
K; 0,27 0,27 5 
d 1 ; To 8 7° 
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gewicht mit dem Quotienten A,, = 0,30 bis 0,31 und A; = 0,27. Es ist 
recit) bemerkenswert, daB die Gleichgewichtslage unter dem FEinfluB 
vegetabilischer Fermentpraparate weniger temperaturabhangig ist als bei 
tierischer Fumarase. 

Unsere Versuche geben auch einen Einblick in die relative Aktivitat 
der verschiedenen Fermentpraparate. Wahrend die tierischen Safte schon 
in geringer Konzentration innerhalb einer Stunde den Gleichgewichts- 
zustand herbeifihrten, zeigten die vegetabilischen Praparate mindere 

ktivitat. 

Wie eingangs dieser Arbeit betont wurde, soll bei dem jetzigen 
Stand der Untersuchungen noch nicht versucht werden, fiir das ver- 
schiedene Verhalten der einzelnen Fermentpraparate eine theoretische 
Erklarung zu finden; indessen hoffen wir durch Fortsetzung dieser 
Arbeit der Lésung des Problems naher zu kommen, indem wir bei den 
verschiedenen Fermentpraparaten die Konzentrationen der Komponenten 
im Gleichgewicht in Beziehung zu den Einzelgeschwindigkeiten der 
Synthese und Wasserabspaltung im System setzen. 


B. Uber die Dynamik des Fumarasesystems. 

In ihren Arbeiten iiber die Wirkungsweise der Fumarase haben 
Clutterbuck (1. ¢.), Alwall' und Woolf (1. c.) wohl darauf hingewiesen, 
daB die Reaktionsgeschwindigkeit bei der katalytischen Hydratisierung 
der Fumarsaure zuerst gleichférmig verlauft, um gegen Ende der 
teaktion abzunehmen; es wurde aber unseres Wissens noch nicht 
versucht, die Abhangigkeit dieses enzymatischen Reaktionsablaufes 
von der Zeit und Anfangskonzentration des Substrats mit der oben 
entwickelten Zeitgleichung reversibler, nicht enzymatischer Reaktionen 
zu vergleichen oder den EinfluB der Ferment- und Substratkonzentra- 
tion, der Temperatur und anderer Faktoren auf die monomolekulare 
Reaktionskonstante systematisch zu messen. 

Aus der Anwendung des Massenwirkungsgesetzes zur Berechnung 
der Reaktionsgeschwindigkeit im System Fumarsiure ~> 1-Apfelsiure 
folgte fiir den HydratisierungsprozeB die Zeitgleichung: 

i+k, = : In — a 
und fiir die Reversion: 

l -T~ 

1 a 

Von diesen beiden Reaktionsgleichungen muBte erstere in unseren 
Versuchen, ihre Giiltigkeit fiir das System der Fumarase zu priifen, bevor- 
zugt werden. MaBgebend fiir diese Wahl war das Verhaltnis der Kompo- 


* N. Alwall, Skand. Arch. Phys. 55, 91, 1928. 
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nenten im Gleichgewicht. Nach unseren Ermittlungen iibertraf. }). studi 
Anwendung der aktiven Leberfumarase die ]-Apfelsiure die Konzentr: et 
tion der Fumarsiaure bei 38° um etwa das Vierfache ; bei unserer Method ik os 
steigt daher die Rotation der Versuchslésung bei der Hydratisieriny Diet 
der Fumarsaure im 1-dm-Rohr von r = 0° bis r, = 6,85°, wahrend i dem 
ReversionsprozeB die Drehung nur um 1,7° fallt. Es ist klar, daB unte: insel 
diesen Umstinden bei der Umsetzung des Fumarates bedeutend mel; pay: 
und genauere Werte erhalten werden konnten als im Reversionsproz«{} soot 
Die echt mono-molekulare Natur des Fumarasesystems bedingt iv ‘at 90 
j : } {fumarsiure mon 
absolute Konstanz des Gleichgewichtsquotienten = Vent 
[1-Apfelsiur cial 
in wiisseriger Lésung, wahrend bei hydrolytischen Reaktionen cas 1 
Verhaltnis der Komponenten im Gleichgewicht durch Konzentrations. aktic 
anderungen unter den reagierenden Substraten verschoben werden daB 
kann, so daBg Synthese wie Hydrolyse experimenteller Untersuchung 
zugefiihrt werden kénnen. 
Zur Methodik der Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten. sich 
Die Verwendung von Lebersaft gestattete es, eine schnelle Umisetzuny ee 
des Substrats mit geringen Mengen des Priiparats zu erreichen. Die Tem Rota 
peratur wurde im Wasserthermostaten durch Regulatoren auf 0,5° konstant Unte 
gehalten. 


Die Anstellung der Ansitze erfolgte derart, daB die auf die Versuchs 
temperatur vorgewirmte Fermentlésung schnell unter Schiitteln mit de: 
gepufferten Substratlésungen vermischt wurden, die sich zum Ten 
peraturausgleich bereits einige Zeit im Thermostaten befanden; der Augen 
blick der Vereinigung wurde als Versuchsbeginn notiert; sodann wurden 
in geeigneten Abstanden 5ccem der Versuchslésungen entnommen und. ih t 
Rotationsvermégen in der iiblichen Weise bestimmt. Nach dem Ablaiut 
der Hauptreaktion wurden die Ansitze zur Einstellung des Gleichgewicht 


im, Brutschrank aufbewahrt, nachdem jetzt erst 2", des verbliebenen 3 

Fliissigkeitsvolumens an Toluol zugesetzt worden war. Selbstverstandlic! - 

wurde die zur Berechnung der Konstanten notwendige Gleichgewichits 

drehung (7x) am folgenden Tage bei derselben Temperatur ermittelt. 97 

deren Konstanz beim Ablauf der Hauptreaktion gewahrt wurde. 39 

46 

1. Zur Konstanz des Geschwindigkeitskoeffizienten im Ablaut 50 

des Hydratisierungsprozesses. 4 

Uber die Geschwindigkeitskonstanten reversibler chemischer Reaktionen 80 

liegen vor allem die klassischen Arbeiten von Henry und von Hudson vor 95 
Henry stellte Untersuchungen ,,iiber die wechselseitige Umwandlung ce! 

Lactone und der Oxyséuren** an, und Hudson? beobachtete die Kinetik 

der Einstellung eines Gleichgewichts zwischen der Hydratform und de! Cabell 
Lacton des Milchzuckers. Beide Autoren beobachteten, daB die von ihne: 

’ 

' P. Henry, Zeitschr. f. physik. Chem. 10, 96, 1892. proze 

2 CO. S. Hudson, ebenda 44, 487, 1903. dure] 
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st idierten Reaktionen streng der aus dem Massenwirkungsgesetz abge- 
reten Zeitgleichung folgten; die Geschwindigkeitskonstanten Aanderten 
ier ihren Wert nicht wahrend des Ablaufs der Reaktion, und ihre Summe 
k. stimmte bei den einander entgegenstrebenden Prozessen iiberein. 
lie gleiche Ubereinstimmung beobachteten Bodenstein und Ditz (1. e¢.) in 
dem von thnen untersuchten enzymatischen System. Indessen liegen 
useres Wissens weitere biochemische Erfahrungen iiber die Giiltigkeit 
der monomolekularen Zeitgleichung fiir reversible Reaktionen nicht vor. 
Die Kinetik solecher Fermentsysteme dagegen, die die praktisech voll- 
kommene Spaltung ihrer Substrate in unimolekularer Reaktion vermitteln, 
ist schon oft Gegenstand der Forschung gewesen. Man stellte recht haufig 
monomolekularen Reaktionsverlauf sicher, den allerdings Michaelis und 
Venten (l.c.) als Zufall kennzeichnen, der nur bei gleicher Affinitat des 
Knzyms zu Substrat und den Reaktionsprodukten statthat. 
Bei der Anwendung der oben erwahnten Zeitgleichung auf den Re- 
aktionsverlauf der Hydratisierung der Fumarséure stellten wir nun fest, 
daB die Summe der Geschwindigkeitskoeffizienten : 


sich wahrend der Versuchsdauer in der Tat konstant erhielt. Wenn in 
einigen Versuchen speziell die Anfangs- und Endwerte etwas abweichen, 
so ist das auf die Konstitution der Formel zuriickzufiihren, durch die 
Rotationsabweichungen von nur 0,05° zu Beginn und zum Schlu®B der 


Untersuchung verhaltnismaBig groBen EinfluB auf die Geschwindigkeits- 





20 ccm Fumarsiurelisung 

20 . Lebersaft 

30. Phosphatpuffer py 6,9 
30 . Wasser 


t getenden ‘na ad log i.—? ky + k2* ieniies Differenz 

3’ 0,95° 12,65° 0,031 45 0,010 48 0,95° — 

7 2,20 11,40 0,076 64 0,010 95 2,12 0,08° 
12 3,40 10,20 0,124 94 0,010 41 3,43 + 0,03 
19 5,00 8,60 0,199 04 0,010 48 5,2 + 0,02 
27 6,60 7,00 0,288 44 0,010 68 6,53 — 0,07 
32 7,20 6,40 0,327 36 0,010 23 7,34 + 0,14 
46 8,35 5,25 0,413 38 0,010 33 8,44 + 0,09 
50 9,50 4,10 0,520 76 0,010 42 9,55 + 0,05 
60 10,35 3,25 0,621 66 0,910 36 10,43 + 0,08 
70 11,15 2,45 0,744 37 0,010 63 11,11 — 0,04 
80 11,75 1,85 0,866 37 0,010 83 11,65 — 0,10 

5 12,25 1,35 1,003 21 0,010 56 12,24 — 0,01 


d 2; Temp. 38°; (ky + ky),, 0,01053; ory 13,6 


* Die Werte fiir die Geschwindigkeitskonstanten wurden hier und in den folgenden 
labellen nur mit Briggschen Logarithmen berechnet. 


* Die eigentliche Geschwindigkeitskonstante kh, des Hydratisierungs- 
prozesses erhalt man, wie oben entwickelt wurde, aus der Summe /, + ky 
durch ihre Multiplikation mit rx /ro. 
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konstanten ausiiben. Dazu kommt, dais zu Beginn der H ydratisier\,) 
schon Bruchteile von Minuten, um welche eine Bestimmung zu triih oc 
verspatet ausgefiihrt wird, sich bei der Berechnung der Konstanten a 
wirken. Zur Feststellung eines eventuellen ,,Ganges‘* der Reaktio: 
koeffizienten wurde aus dem Durchschnittswert von k, + k, fiir jec 
Zeitpunkt (¢) die entsprechende Rotation (7) berechnet. Der Vergleic| 
dieser Werte mit der gefundenen Drehung ergab nur recht geringe Differenze. 
die innerhalb der Fehlergrenzen der Methodik fallen. In der letzten Spalte 
der vorstehenden Tabelle sind diese Abweichungen verzeichnet. Wenn wi: 
noch in der vorlaufigen Mitteilung! iiber einen gewissen ,,Gang*‘ der Ko: 
stanten bei einigen Versuchen berichteten, so fiihren wir diesen heut: 
vor allem daraut zuriick, da wir in Unkenntnis tiber die Temperatu: 
abhangigkeit des Gleichgewichts die Endrotation r, und die Drehungen ; 
im Ablaut des Versuchs bei verschiedenen Temperaturen bestimmten. 


2. Uber den Einflu®B der Substratkonzentration auf die 
Geschwindigkeitskonstante des Hydratisierungsprozesses. 
Nach den Gesetzen der nicht enzymatischen Katalyse muB die R« 
aktionsgeschwindigkeit unabhangig von der Anfangskonzentration des 
Substrats sein. Bodenstein und Dietz (l.c¢.) fanden diese Regel in der Tat 
bei der enzymatischen Synthese des Amylbutyrats bestatigt, wahrend dic 
Konstante der Esterhydrolyse mit der Anderung der Substratkonzentration 
variierte, und zwar gilt tiir diese, in Harmonie mit der Gleichgewichts 
dx : 
konstanten, die Reaktionsgleichung Tee ki, . «*- Im iibrigen lehrt die E: 


fahrung bei enzymatischen Prozessen, daf die Forderung der Unabhangig 
keit der Konstanten von der Substratkonzentration selten erfiillt wird 
Besonders eingehend wurde der EinfluB der Saccharosekonzentration aut 
die Reaktionsgeschwindigkeit bei der enzymatischen Hydrolyse des Roh: 
zuckers untersucht; die gefundenen Beziehungen fiihrten zu den erwahnten 
interessanten Theorien von Michaelis und Menten (1. c.) ,,iiber die Kinetik de1 
Invertinwirkung’*. Bei der fermentativen Rohrzuckerspaltung wurde bei 
niederen Substratkonzentrationen, bis zu 1,5°, an Disaccharid, Konstanz 


. 


a 
des Ausdrucks: k ; In ~ FS beobachtet, in einem Bereich von 4- bis 


20° \iger Saccharoselésung fiel k mit der Erhdhung der Rohrzuckermenge ; 
dagegen blieb das Produkt aus Substratkonzentration in Prozenten (c) 
und der Geschwindigkeitskonstanten k gleich. Bei noch héheren Kon 
zentrationen fielen die Werte fiir & .c wieder ab. 

Wir stellten Untersuchungen tiber den EinfluB der Fumarsaéurekonzen 
tration auf die Reaktionskonstante k, + k, in einem Bereich von 0,5 bis 8' 
an. Die beiden folgenden Tabellen zeigen einmal, daB bei jeder Substrat 
konzentration der Geschwindigkeitskoeffizient fiir den gesamten Ablauf 
des Hydratisierungsprozesses konstant bleibt; auBerdem aber lehrt de: 
Vergleich der gefundenen Konstanten, daB das Produkt (4, + k,)¢ aus dem 
Koeffizienten und der Substratmenge ziemlich gleich bleibt, d.h. die Ge 
schwindigkeitskonstante sich umgekehrt proportional zur  Substrat 
konzentration verhalt. Es braucht nicht betont zu werden, daB die Wasser- 
stoffionen-, die Fermentkonzentration, die, Temperatur und alle iibrigen 
Faktoren in den Parallelversuchen konstant gehalten wurden. 


* In dieser ein zweites Beispiel fiir den zeitlichen Reaktionsablaut 
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Es ist geplant, die Versuche tiber den EinfluB der Substratkonzentration 

die Geschwindigkeitskonstanten systematisch fortzusetzen, insbesondere 
versucht werden, die relative Anfangsgeschwindigkeit als Funktion 

des Logarithmus der reziproken Fumarsiurekonzentration graphisch dar- 
zustellen, um so bei Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes die Aktivitats 
Kurve in Form einer Dissoziationsrestkurve! zu erhalten, deren Para- 
meter die Dissoziationskonstante der Fermentsubstratverbindung ware. 


Versuch 1. 





»5eem 10° ,ige Fumarsiéure- 5ecem 10°%/,ige Fumarsdéure- 10 cem 10° )ige Fumarsiure- 
lisung lésung lésung 
. Lebersaft 5 . Lebersaft 5 . Lebersaft 
5 . Wasser 25 , ##Wasser 20 . Wasser 
) Phosphatpuffer py6,9 | 15 Phosphatpuffer pq 6,9 15 . Phosphatpuffer py 6,9 
Khonz.(c): 0,5 9/9 1°), 2°), 
Zeit r (ky + ka) 103 r (ky + ky) 108 r (ky + kg) 10 
5’ 1,25° 40 1,459 21 0,75° 10 
10 2.10 42 2,40 19 1,40 10 
15 2.60 42 3,65 22 2,00 10 
25 3,10 42 5,00 23 3.00 10 
$() 6,00 23 4.30 11 
60 on ~ - 5,10 10 
rr. = 3.40° Pia 689° Pr. 685° 
e (ky + ky), 10° 21 c (ky 4 ky) 10° 21 e(k, +4 ky hs 10° 20 
d 2 d 2 d l 


Temp. 38° 


Versuch 2. 





6eem 13,33 °/oige Fumar- 12 cem 13,33 °/,ige Fumar- ,, .. e a —" ‘ 
siurelosung siureliésung om — oige | — 
16 . Lebersaft* 16. Lebersaft* 16 con cone 
18 . Wasser 12 , Wasser _~? ebersalt 
Konz. (e): 29/5 495 80 
Zeit: r (ky + kg) 108 r (ky + kg) 19 r (ky + ky) 10 
5,5’ 1,25° 16 1,25° 7,6 1,10° 3,2 
13 2,55 16 2,70 73 2,50 3,2 
25,5 4.05 15 4.90 7,5 4,90 34 
4) 5,15 15 6.80 7,4 7,29 3,3 
60 6,00 15 8.99 7.6 9.80 3,2 
i 685° oo 13,70° Fo 27,4° 
© (ky + ky), 108 = BL © (hy + hy)yq, 10° = 30) © (ky + ky), 108 — 26 
e=i c=) e=% 


Temp. 38° 


* In diesem Versuch wurde die Leber direkt mit dem Phosphatpuffer PH 6,9 mazeriert 


' Siehe aber R. Weidenhagen, Zeitschr. d. Ver. deutsch. Zuckerind. 80, 
376, 1930. 
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3. Uber den Einflu® der Fermentkonzentration auf die 
Geschwindigkeitskonstante des Hydratisierungsprozesse- 
Bei der chemischen Katalyse besteht im einfachsten Falle, der immer});) 
recht haufig eintrifft, Proportionalitat zwischen der Menge an Katalysa' 
und der Reaktionsgeschwindigkeit. Die gleiche Erfahrung wurde auch 4) 
einer Reihe von Fermenten gemacht; so wurden bei der enzymatisc})1, 
Hydrolyse der Saccharose gleiche Umsitze in Zeiten erzielt, die den 
gewandten Fermentmengen in einem Bereich von 1:20 umgekehrt }) 
portional waren. 
Die nachstehenden Tabellen beweisen, daB auch im System der Furia 
rase dieselben Beziehungen gelten; die ,,Aktivitatszahl** der Fumaras: 
Reaktionskonstante 
Fermentkonzentration 
im Verhaltnis 1: 2:3 variiert wurden. 


blieb praktisch konstant, wenn die Enzymmengen 





es as 10 ccm Lebersaft 20cem Lebersaft 
10 — ee ‘ 10, Fumarsiurelisung 10 . Fumarsaurelisung 
15 " Ph $2 shatpuffer 8 a0 15 , Phosphatpuffer 15 . Phosphatpuffer 
Ss -*~ Pa = 6; Pa = 6,9 pu = 6,9 
acids fact 15 . Wasser 5 . Wasser 
Zeit r (ky + ky) 103 r (ky + ka) 103 r (ky + kg) 10 
5’ 0,44° 5,8 0,85° 12 1,60° 23 
li 1,10 5,8 2,05 12 3.40 23 
25 1,95 5,8 3,30 11 4.90 22 
40) 2,85 5,8 4,15 10 6,00 23 
55,5 3,55 5,7 5,40 12 
re. = Cr; 4 1; Temp. 38°, 


4. Uber den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf di: 
Geschwindigkeitskonstante des Hydratisierungsprozesses. 

Die elektrolytische Struktur der Fermente bedingt den EinfluB der 

Wasserstoffionenkonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit, der dure! 


die Aktivitats-py-Kurve wiedergegeben wird. Diese ist fiir die Fumarase 


durch Woolf (l.c.) bestimmt worden. Deshalb beschrankten wir uns in 
unséren Versuchen darauf, den EinfluB des pu auf den ,,Gang* der Ri 
aktionskonstanten zu beobachten. Bei ihren Untersuchungen iiber di 
wechselnde Kinetik der enzymatischen Saccharasespaltung fanden namlich 
Willstdtter, Graser und Kuhn', daB die Abnahme und Zunahme der Ce 
schwindigkeitskonstanten erster Ordnung im Laufe der Reaktion nicht 
immer mit Fermentaktivierung und -zerst6érung zu erkliren ist, sonder 
von der Wasserstoffionenkonzentration abhangt. 

Unsere Ermittlungen im System der Fumarase geben indessen keinen 
Anhaltspunkt fiir eine solehe Wirkungsweise des py. Die Reaktionskonstante 
k, + k, blieb im Ablauf des Hydratisierungsprozesses praktisch unve1 
andert, waihrend Willstdtter und Mitarbeiter einen ,.Gang‘* bis zu 40°, des 
Ausgangswertes ermittelten; die Beobachtungen bei der fermentativen 
Rohrzuckerspaltung diirften wohl mit der komplizierten Struktur diese- 
Substrats zusammenhingen®. Unsere Versuchsbedingungen und Resultat: 
folgen aus den nachstehenden Tabellen. 


' Zitiert nach C. Oppenheimer, Die Fermente 1, 263, 1925. 
2 Siehe R. Wetdenhagen, Ergebn. d. Enzymforsch. |. ec. 
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Versuch 1. Versuch 2. 
20 ecm Fumarsiurelisung 20 ccm Fumarsaéurelisung 
20 . Lebersaft 20 . Lebersaft 
20 . Wasser 20 . Wasser 
40 . Phosphatpuffer: 40 . Phosphatpuffer: 
Pa 5,8 Pu 7,1 Pe PH 65 Pu 7,7 
Pr tata — Zeit _ ‘ ‘ 
r (ky + kg) 108 r (ky + kg) 108 r (ky + kg) 108 r (ky + kg) 108 
1( 2,25° 7,8 3,30° 12 5,5' 1,80° 11 2,00° 12 
15 | 3,15 7,5 4,50 11 12 3,40 10 3.80 12 
2) =4,10 7,7 5,45 11 22 6,05 11 6,60 13 
95 | 5,10 8,0 6,40 11 32 7,70 11 8,25 12 
35 6,30 7,6 8,25 11 42 8,95 11 9,75 13 
45 7,45 7,5 9.35 11 52 9,90 11 10,85 13 
60 8,80 74 10,80 li 62 | 10,60 11 11,50 13 
8) 10,15 7,3 12,05 11 77 11,65 11 12,35 13 
d 2; ¢. 13,75° d 2; rs 13,75° 
Temp. 37° Temp. 39° 


5. Uber den EinfluB der Temperatur auf die Geschwindigkeits- 
konstante des Hydratisierungsprozesses. 


Fiir die chemischen, wie fermentativen Vorgange gilt in bezug auf den 
KinfluB der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit die empirische 
.R.-G.-T.-Regel, nach der eine Temperaturerhéhung um 10° eine Zunahme 
der Reaktionsgeschwindigkeit um das Doppelte bis Dreifache bewirkt. 
Bei enzymatischen Systemen ist es tiblich geworden, den _,,Temperatur- 


Po , 0 ; a oe ; sme ; 
koeffizienten‘ zu bestimmen, der das Verhaltnis der Geschwindigkeits- 


t+) 

kt 
konstanten fiir zwei um 10° auseinanderliegende Temperaturen darstellt. Bei 
der Leberfumarase ' ermittelten wir diesen Koeffizienten bei den Temperaturen 
. (hy + Ke)sq 
= (hy + Ke)oa - 
spiter von Arrhenius versucht, die Anderung der Geschwindigkeits- 
konstanten mit der absoluten Temperatur durch eine empirische Glerchung 
auszudriicken. Arrhenius hat in diese Formel die sogenannte ,,Akti- 
vierungswarme* eingefiihrt, die die Molekiile in ihre aktive Form iiber- 
fihrten. Diese ist nach der von Arrhenius umgewandelten Gleichung 
van “t Hoffs: 


24 bzw. 34° 1,8. AuBerdem wurde von vant Hoff und 


, log kr, + log ky, , T, T 

. 043s =“ '7,—T, 
Wir haben fiir die Aktivierungswarme der Fumarase in dem Temperatur- 
intervall 24 bis 34° A 10640 * gefunden. Die Werte fiir den Temperatur- 
koeffizienten und die Aktivierungswairme der Fumarase bewegen sich dem 
nach in den Grenzen, die fiir die Mehrzahl der Fermente gelten. 


1 Siehe auch P. W. Clutterbuck (1. c.). 
* Berechnet aus den Geschwindigkeitskonstanten k, der folgenden 
Tabelle bei den absoluten Temperaturen 307 und 297° bzw. 34 und 24°C. 
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10 cem Fumars&urelisung 
10 ., Lebersaft (Kaninchen) 
10, Phosphatpuffer py 6,9 


20 . Wasser 
Temp. 34° @ Temp. 24° C 
Zeit — —__—_—_—— _ 
r (ky + kg) 104 r (ky + ky) 104 
18’ 1,75° 69 1,10° - 39 
33 2,90 70 1,90 40 
53 3,95 68 2,95 42 
73 4,90 72 3,45 38 
93 5,50 72 4,05 38 
1, = 7,00 |(ky+ ka), 19 = 70! r., = 7,80° | (ky + ky), 10* — 39 
d 1 d 1 
ky = 6,002 43 * k, = 0,001 35 * 


* k, wurde in diesem Falle mit dem natiirlichen Logarithmus errechnet. 


6. Uber die Geschwindigkeitskonstante der enzymatisehe: 
Dehydratisierung der Apfelsaure. 

Wie wir schon weiter oben betonten, gestattet die geringe Rotations 
anderung bei der Reversion der Fumarséurehydratisierung nicht, ei 
genaues Bild iiber die Reaktionsgeschwindigkeit dieses Prozesses zu 
winnen. Indessen zeigt der Vergleich eines Fumaratversuchs mit einem 
aquimolaren |-Apfelsiureansatz bei Verwendung von Leberfumarase, <i 
auch der Reversionsproze der oben entwickelten Zeitgleichung des mon: 
molekularen Reaktionsablaufs gehorcht, d. h. die entsprechende Geschwin 
digkeitskonstante 


tb, Te 
(i, t kg 5 In ae y " ) 


zu jedem Zeitpunkt unverandert bleibt. Im héchsten Grade auffallend und 
bemerkenswert ist jedoch unsere Beobachtung, dai die beiden erhaltenen 
Werte fiir k, + k, nicht miteinander iibereinstimmen, wie dies unter den 
Voraussetzungen der nicht enzymatischen Katalyse erwartet werden multe. 
Die Reaktionskonstante des Reversionsprozesses ist etwa doppelt so groti 
wie die der Hydratisierung der Fumarséure, wie folgende Tabelle zeigt. 





10 cem Fumarsiurelésung 11,55 cem 1-Apfelsiurelésung 
2,5 , lLebersaft 2,5 . lLebersaft 
10 ., Phosphatpuffer py 6,9 10 - Phosphatpuffer py 6,9 
27.55 . Wasser 25,95 . Wasser 
Zeit r (ky + kg) 104 ro-—?r (ky + ke) 104 
4’ 0,289 45 0,30 “4 
8 0,55 45 0,55 90 
15 1,00 46 0,95 89 
20 1,25 44 1,30 97 
25 1,55 46 1,50 94 
33 1,95 44 1,75 88 
41 2,45 47 2,15 96 
50 2,85 47 | 2,30 88 
r, = 6,85°| (ky +k), 10¢= 45) r,, = 18,70° | (ky + kg), 10¢ = 92 


d . Temp. 38° d 2: ro 17,30° - Tem p- Fs tal 
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(. Uber das Verhaltnis des Gleichgewichtsquotienten zu den Geschwindigkeits- 
konstanten im System der Fumarase. 


\us unseren Versuchen itiber die GréBe der Geschwindigkeits- 
konstanten des Hydratisierungsprozesses und seiner Reversion folgte, 
dai die Summe der Reaktionskonstanten entgegen der Theorie in 
jeiden Prozessen verschiedene Betrage annahm, also nicht die Kon- 
stante des Hydratisierungsprozesses allein die Berechnung der Ge- 
«hwindigkeitskonstanten k, und k, gestattete, wie dieses unter den 
Voraussetzungen der nicht enzymatischen Katalyse in unserer vor- 
liufigen Mitteilung geschah. 


Bei ihren analogen Versuchen iiber die Kinetik der von ihnen analy- 
sierten reversiblen chemischen Reaktionen hatten Hudson (1. ¢.) und Henry 
|.c.) vollkommene Ubereinstimmung von /, + k, in den beiden einander 
entgegenstrebenden Prozessen gefunden und so die abgeleiteten Zeit- 
gleichungen bestatigt. Ebenso beobachteten Bodenstein und Dietz (i. c.) 
bei dem von ihnen untersuchten lipatischen System, daB der gefundene 
Gleichgewichtsquotient nach dem Massenwirkungsgesetz mit dem! Ver- 
haltnis der Geschwindigkeitskonstanten iibereinstimmte. v. Kuler dagegen 
berechnete aus den von Bourquelot und seinen Mitarbeitern iiberlieferten 
Daten tiber das Gleichgewicht: 


Methylalkohol + Glucose => /-Methylglucosid + Wasser 


len Gleichgewichtsquotienten K = 0,25, wahrend das Verhiltnis der 
Geschwindigkeitskonstanten des synthetischen und hydrolytischen Pro- 
zesses kg: ky 1 war; v. Luler schlieBt aus diesen Berechnungen, dab 
lie wirkende Lipase bei Eingehung der Enzym-Substratverbindungen den 
Komponenten des Systems gegeniiber verschiedene Affinitaéten geltend 
machte; und zwar verhielten sich diese wie 1: 4. 

Wir hatten im System der Fumarase bei 38° den Gleichgewichts- 
juotienten K,, = 0,25 gefunden. Um nunmehr bei derselben Temperatur 
das Verhaltnis der Geschwindigkeitskonstanten zu ermitteln, entnehmen 
wir k; aus den Daten des Hydratisierungsprozesses durch Multiplikation 
der GréBe 

r r 

ki + kg = Pin = - mt — 

Ft ro 
ind erhalten k, = 0,8 . 0,0045 = 0,0036. k, wird ebenso aus dem unter 
sleichen Bedingungen angestellten ReversionsprozeB durch Multiplikation 


r r 

, - , : 0 - 

ler gefundenen Konstanten k, + k, mit - berechnet: k, = 0,2 .0,0092 
0 

= 0.0018. 


Das Verhiltnis der Geschwindigkeitskonstanten ist demnach ky: /, 
0,5. Der Gleichgewichtsquotient K = 0,25 ist daher entgegen der 
Zeitgleichung des Massenwirkungsgesetzes nur halb so groB wie kg: ky. 


Es ist bemerkenswert, da trotzdem in allen Versuchen iiber den 
monomolekularen Geschwindigkeitskoeffizienten die Konstanz dieser GréBe 
im Reaktionsablauf festgestellt werden konnte. Diese sollte nach den 
Annahmen von Michaelis und Menten nur fiir den Zufall gleicher Affinitat 
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des Enzyms zu den Komponenten seines Systems erwartet werden: 
der Verschiedenheit der Werte fiir k,: 4, und K kann indessen auf 
schiedene Aftinitaéten der Fumarase zur Fumarséure und zur 1-Apfels. 
geschlossen werden, wenn man den Anschauungen v. Eulers folgt. Nac 


dem Vorgehen dieses Autors nehmen wir die folgende Reaktionsgleic} ino 
des Fumarasesystems als Arbeitshypothese an, die die Reaktion zwisc|yey 
den Substrat-Enzymverbindungen an Stelle der freien Komponenten 


vorsieht : 


| Wasser] | Fumarséure-Fumarase] => [l-Apfelsiure-Fumarase 


auBerdem sollen folgende Gleichgewichte zwischen dem Enzym und seine 


Substraten bestehen: 


— [Fumarsiure-Fumarase] 7 ee [l-Apfelsiure-Fumarase] 
[ Fumarsiure] {[Fumarase] {l-Apfelsiure] { umarase } 
In die jetzt geltende Zeitgleichung des Massenwirkungsgesetzes : 
da 
dt 


setzen wir nun an Stelle der Ferment-Substratverbindungen die GréBen ein 


= k, [Fumarsiure-Fumarase]* — kg [l-Apfelsaure-l'umarase | 


die sich fiir diese aus ihrem Gleichgewicht mit ihren freien Bestandteilen 


ergeben, und erhalten: 


rr = k,. K,.|Fumarsaure] [fumarase] — ky . Kg . [l-Apfelsiure] [Fumarase 
€ 
Im Gleichgewicht ist wieder 
dx —— kg __ Ky. [Fumarsiure] | 
dt ky K, . [l-Apfelsaure ] 
In diese Gleichung setzen wir die von uns ermittelten Werte ein und finden 
Kk, 05 ‘ 
Ky 0,25 


Demnach wire die Affinitat der Leberfumarase zur Fumarséure dopypelt 
so groB wie zur 1-Apfelsiure. Sollten die angedeuteten Versuche zur [e- 
stimmung der Dissoziationskonstanten der Substrat-Fermentverbindung 
det Fumarase mit der Fumarsaure nach Michaelis und Menten zum Ziel: 
fiihren, so ware damit auch der Weg zum absoluten Wert der Affinitats 
konstante A, und damit auch von K, gegeben, da die Dissoziationskonstant: 
den reziproken Wert der Affinitaétskonstanten darstellt. 

Das gefundene Verhaltnis zwischen den Affinitaten gilt fiir die Leber 
fumarase. In Fortsetzung dieser Arbeit werden wir die Wirkung andere! 
Fermentpraparate auf die Geschwindigkeitskonstanten im System unte! 
suchen; nach unseren Ermittlungen ist z. B. bei der Hefefumarase das 
Gleichgewicht zugunsten der Fumarséurebildung verschoben. Ein Vergleic! 
der entsprechenden Gleichgewichtskonstanten mit dem Verhiltnis de: 
ermittelten Geschwindigkeitskoeffizienten kénnte uns zu neuen und inter- 
essanten Einblicken in die Natur der Fumarase fiihren. 


Fraulein Néemia Baiao danken wir fiir freundliche Hilfe bei unseren 
Versuchen. 


* Die Konzentration des Wassers bleibt wieder konstant. 
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Zusammenfassung. 

Die Wirkungsweise der Fumarase wurde mit der Kinetik nicht 
envymatischer Katalysatoren verglichen, die den Ablauf  reversibler 
Prozesse in monomolekularer Reaktionsordnung vermitteln. Es wurde 
fesigestellt, da die Fumarase sich insofern als echter Katalysator 
beratigt, als die Enzym- und Fermentkonzentration, das py und die 
\nwesenheit von verschiedenen Salzen ohne EinfluB auf das Ver- 
haltnis der Komponenten im Gleichgewicht ist. Das Gleichgewicht 
Fumarsiure *> |-Apfelsiure wurde als echt erkannt und eine be- 
merkenswerte Temperaturabhingigkeit des Systems sichergestellt, dic 
es von den bekannten hydrolytischen Enzymreaktionen unterscheidet 
Auffallend ist vor allem die spezifische Wirkungsweise verschiedenet 
Enzympraparate, indem tierische Organsafte ein anderes  Gleich- 
gewicht einstellten wie vegetabilische Fumarasepraparate. 

Bei unseren Versuchen, den Reaktionsablauf im System det 
fumarase durch eine Zeitgleichung festzulegen, wurde die Reaktions- 
formel nicht enzymatischer Prozesse auf die Wirkungsweise der Fumarase 
angewendet. Es stellte sich heraus, daB die Massenwirkungskonstante 
reversibler monomolekularer Reaktionen zu jedem Zeitpunkt des 
Ablaufs des Hydratisierungsprozesses unverandert blieb. © Erhéhung 
der Substratkonzentration bedingte entsprechenden Abfall des Ge- 
schwindigkeitskoeffizienten, wahrend die Reaktionsgeschwindigkeit 
der Enzymkonzentration direkt proportional war. Die Wasserstoff- 
ionenkonzentration war ohne Einflu8 auf den ,,Gang* der Konstanten, 
deren Temperaturkoeffizient ebenfalls bestimmt wurde. Der Reaktions- 
verlauf der enzymatischen Wasserabspaltung aus der |-Apfelsaure folgte 
gleichfalls der Zeitgleichung des Massenwirkungsgesetzes: indessen 
stimmte bei Verwendung von Leberfumarase die Summe der beiden 
Geschwindigkeitskonstanten, wie sie unter der Voraussetzung der nicht 
enzymatischen Katalyse aus dem Ablauf des Hydratisierungsprozesses 
berechnet wurde, nicht mit derselben Konstanten des Reversionsprozesses 
iiberein. Daraus folgte, daB auch das Verhaltnis der beiden Geschwindig- 
keitskonstanten entgegen der entwickelten Zeitgleichung einen anderen 
Wert annahm als der Gleichgewichtsquotient der Komponenten. 

Unter Zugrundelegung der Anschauungen v. Kulers iiber die 
Wirkungsweise der Enzyme in reversiblen Systemen konnte aus unseren 
Versuchsdaten berechnet werden, dai die Affinitat der Leberfumarase 
doppelt so groB zur Fumarsaure wie zur |-Apfelsdure ist. Es ist geplant, 
in Fortsetzung dieser Arbeit die Affinitaten anderer Enzympraparate 
zu messen, deren Gleichgewichtskonstante von der der Leberfumarase 


abweicht. 








Uber einfachere Nachweismethoden von Inosit und Phytinaten 
sowie iiber ein definiertes, kristallisiertes Barium-Phytinat. 


Von 
F. Fischler und F. H. Kiirten. 


(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie und den 
Universitats-Institut fiir Lebensmittelchemie Miinchen. ) 


(Eingegangen am 6. August 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Fir den Nachweis von Inosit hat Scherer! schon vor langer Zeit 
eine Methode angegeben, die auf der Oxydation des Inosits zu Tetra. 
oxychinon bzw. Dioxydichinon (Rhodizonsaéure) beruht. Die Reaktion 
gelingt aber nur, wenn Inosit relativ rein vorliegt und ist durch das 
Abrauchen mit konzentrierter Salpetersiure listig, wenn viele derartige 
teaktionen vorzunehmen sind. Die Modifikationen, welche die Reaktion 
durch Salkowski*, Seidel? und Gallois4 erfahren hat, vermindern dies: 
Ubelstande nicht, vor allem stellt die Behandlung nach Gallois mit 
Mercurinitrat wegen der Verfliichtigung von Quecksilbersalzen ein 
direktes Gefahrenmoment dar. Weiter gelingen die beschriebenen 
Reaktionen nur ausnahmsweise bei ,,Phytinen‘, wenn man namlich 
die richtigen Spaltungs- und Oxydationsbedingungen gerade trifft, 
was aber nur zufallig gelingt. Uberdies tritt auch dann die Reaktion 
meist nur angedeutet ein. Bei der Wichtigkeit von Inositphosphor- 
siureestern und deren Salzen im biologischen Geschehen ist aber ein 
direkter Nachweis hierfiir eine Forderung. Im folgenden seien unte: 
.,.Phytin’ die mannigfachen Phosphorséureester des Inosits verstanden 


unter ,,Phytinaten deren Salze. Ein Hinweis hierauf ist ohne dal 
hierdurch in warenzeichenrechtlicher Richtung etwas prajudiziert sei 
notwendig. 


Auf der Suche die genannten Schwierigkeiten zu umgehen, wurde 
Inosit zunichst der Oxydation in saurer Lésung durch sehr verschiedenc 
Substanzen unterworfen (ClO,, NO,, Cr,0_, 8,07, H,O,, Chlordioxyd 


' Scherer, Ann. d. Chem. u. Pharmaz. S81, 375, 1857. 
2 Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 478, 1910. 
3 Seidel, Chem. Ztg. 1887, S. 316 u. 676. 

' Gallois, Zeitschr. f. analyt. Chem. 4, 264, 1865. 
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() oramin usw.). Zur Erzielung héherer Temperaturen wurde ein 
P-affinbad angewendet, da die Oxvyvdation zu Rhodizonsiure nur 
i relativ hohen Temperaturen erfolgt. Wir tibergehen kurz diese 
re ht ausfiihrlichen Versuche, denn sie fiihrten zu keinem Ertolg. 

So lag es nahe, alkalische Oxydationsmittel zu versuchen, zumal 
Fi schler vor kurzem feststellen konnte (noch nicht mitgeteilt), dab 
| 


sit in alkalischer Lésung mit Wasserstoffsuperoxyvd behandelt, 


die Fahigkeit gewinnt, Fehlingsche Lésung zu reduzieren. Auch 
(. Neuberg' hatte wie eine nachtrigliche Literaturprifung ergab 


schon nachgewiesen, daB Inosit mit alkalischer Bromlauge sowie mit 
anderen Oxydationsmitteln behandelt, ferner durch Licht und den 
elektrischen Strom, ebenfalls reduzierende Eigenschaften fiir Kupfer- 
lisungen erhalt. Weiterhin hat C. Newberg? auch noch gezeigt, dal 
Inosit und Querzit die Jodoformprobe geben. Letztere Reaktion ist 
ohne die Annahme einer Aufspaltung des Kohlenstoffrings nicht denk- 
bar, wobei unter anderem wohl auch mit der Méglichkeit des Auf- 
tretens von (C,-Ketten zu rechnen sein diirfte. Mindestens geht 
aus diesen Daten aber hervor, daB Inosit bei alkalischer Oxydation 
angreifbar wird. 

Der Nachweis von Inosit durch Rhodizonsiurebildung gelingt 
nun sehr einfach und charakteristisch folgendermaBen: Man verreibt 
die trockene Substanz mit etwa ein Viertel bis ein Drittel ihres Gewichts 
mit Bariumsuperoxyd, fiigt 1 Tropfen Wasser hinzu, riihrt wieder gut 
durch, so daB ein dicklicher Brei entsteht und laBt iiber einer Flamme 
eintrocknen. Nach dem Erkalten bringt man die gleiche Menge Natrium- 
superoxyd und Wasser auf die eingetrocknete Substanz und verteilt 
das Ganze durch Mischen mit dem Glasstab méglichst diinn und flachen- 
haft im Schailehen. Man darf, was gleich vorwegzunehmen ist, nur mit 
sehr geringen Substanzmengen arbeiten (0,01 g¢ und weniger), da bei 
Anwendung gréBerer Mengen bei Wasserzugabe unter Umstianden 
spontane Verbrennung erfolgen kann. Die Erwarmung des Schalehens 
geschieht zweckmiabigerweise so, daB man es in einer Héhe von 6 bis 
Sem iiber eine nichtleuchtende Bunsenflamme hilt. Dabei entweicht 
der Sauerstoff unter Bildung eines feinen Schaumes.  Gleichzeitig 
tritt eine Verfairbung ins Gelbolivenfarbene ein. Nach dem Erkalten 
laBt man dann vorsichtig vom Rande des Schalchens her einige Tropfen 
konzentrierter Schwefelsiure zuflieBen. Bei der nunmehr eintretenden 
Reaktion schligt die schmutziggriine Farbe in ein intensives Rot um, 
das langere Zeit bestehen bleibt. 


1 C', Newhe rq. diese Zeitschr. 9 556. 1908: 18. 308 u. 311. 1918: 17, 
274, 1909; 29, 282 u. 284, 1910. 
2 Perselbe, ebenda 438. 500, 1912. 
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Wie schon oben kurz gestreift, galt unser Hauptinteresse aber | 
eindeutigen Nachweis der Inositphosphorsaiureester und deren Sal 
Fir diese ist die alkalische Oxydation mittels Natriumsuperos. |. 
nunmehr ebenfalls zu einer typischen Nachweismethode ausge! 
worden, Auch hierbei hat man mit den oben erwahnten sehr klei 
Substanzmengen zu arbeiten. 

Der Nachweis fiir ,, Phytin® und fiir verschiedene Salze des ..Phytii 
geschieht folgendermaBen: Die geringe Menge der trockenen Substa; 


wird trocken mit etwa ein Viertel ihres Gewichts mit feingepulverton 
Natriumsuperoxyd in einem Schilechen mit einem Glasstab  inniy 
durchgemischt, dann fiigt man 1 bis 2 Tropfen Wasser hinzu, so dal} 
ein dicklicher Brei entsteht und verreibt flachenhaft mit dem Glassta|) 
Nun wird in geschilderter Weise zur Trockne eingedampft. Jetzt 
schon tritt bei Calcium-Magnesium- und Na-Phytinaten eine braunlich 
gelbe Farbe auf, die in Balde einem helleren unter Umstianden ganz 
schwach gelblichen Farbenton weicht. Bei vorsichtigem Weitererhitzen 
tritt nach etwa 1 bis 3 Minuten, wahrend derer man das Schalchen hie; 
und da aus dem Erwarmungsbereich der Flamme entfernt, an einzelnen 
Stellen eine deutlich rétliche Farbe auf, die allmahlich fast carmin- 
farben wird und das ganze Gemisch ergreift. Man mu jetzt mit dem 
Erhitzen besondere Vorsicht walten lassen, da sonst Verkohlung ein 
tritt. Beim Bariumsalz fehlt die anfinglich gelbbraune Verfirbung 
und die SchluBrotfarbung ist deutlich weniger tiefrot, sondern hat 
einen mehr Ziegelrosafarbenton, der aber sehr charakteristisch ist 
Nach dem Abkiihlen setzt man nun dem Reaktionsgemisch, wie oben 
beschrieben, einige Tropfen konzentrierter Schwefelsaure vom Rand 
des Schalchens her zu. Im Gegensatz zu Inosit tritt nun hierbei durch 
die Einwirkung der Schwefelsiure eine deutlich griine eventuell oliven- 
griine Verfarbung auf. Dieser Farbton bleibt lange Zeit bestehen 
und veraindert sich beim Erwarmen des Gemisches zunachst nicht 
viel spater tritt dann allmahlich eine Farbung ins Gelbe auf, weiterhin 
Farblosigkeit. 

Wenn es nun auch klar ist, dab die bei alkalischer Oxydation unte1 
diesen Umstanden beobachtete Rotfirbung der Substanz wohl ebenso 
wie man dies bei Scherers Reaktion tut, auf die Bildung von Rhodizon 
siure zu beziehen ist, so muB man sich doch fragen, warum diese Farbung 
bei der Behandlung des reinen Inosits zundchst nicht auftritt und de: 
rote Farbton erst nach Zusatz von konzentrierter Schwefelsaiure hervor- 
tritt, bei ,,Phytin’ und den ,,Phytinaten** aber ein griiner. Eine aus 
reichende Beantwortung dieser Frage ist uns einstweilen noch nicht 
méglich, da fiir eine Isolierung der auftretenden gefarbten Stoffe grol} 
Substanzmengen nétig sind, die Reaktion einstweilen aber nur im 


kleinen gelingt; doch wird uns die Frage weiter beschaftigen. In diese: 
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Z. ammenhang erscheint aber noch die Beobachtung wichtig. dab 
In sit, in typischer Weise nach Scherer behandelt, nach Bildung der 
R} odizonsiurefarbung, nunmehr nach dem Erkalten in der eben  be- 
so riebenen Weise mit konzentrierter Schwefelsiure versetzt, ebenfalls 
in ine rein griine Farbung umschlagt, woraus wohl eindeutig hervorgeht, 
das die Schwefelsiurereaktion auf die Rhodizonséurebildung zuriick- 
yuiihren ist. 


Nach den bisher angestellten Versuchen im kleinen kann iiber das 
\uftreten verschiedener Farbténe aber immerhin so viel gesagt werden, 
dai es zundchst vom Erhitzungsgrad abhangig ist. Man muB. worauf 
hier ausdriicklich hingewiesen sei, verhaltnismaBig hoch und ziemlich 
lange erhitzen, um zu den typischen Farben und zu den Farbumschligen 
mit konzentrierter Schwefelsiure zu gelangen. Weiter sind sowohl 
das Anion wie das Kation dabei beteiligt, denn es ergeben die Barium- 
salze weitaus die charakteristischsten Rotténe bei Natriumperoxyd 
oxydation, weshalb bei der Priifung auf reinen Inosit diesem auch 
Bariumsuperoxyvd zugesetzt wird. Chlorion z. B. stért aber namentlich 
den Umschlag mit Schwefelsiure, wobei dann nur orange bis gelbe Téne 
zu erzielen sind, Es ist méglich, daB dies auf einer Bildung von Chlor- 
dioxvd beruht, womit man ebenfalls voriibergehende orange Téne 
erhalt. Vermutungsweise méchten wir sagen, daB aber auch die ver- 
schiedenen Tsomeren des Inosits eine Rolle spielen kénnten bzw. dab 
hei der so eingreifenden Behandlung, die wir anwenden, auch mit 
molekularen Umlagerungen des Inosits selbst gerechnet werden kann. 
wobei dann vielleicht verschiedene Oxydationsprodukte entstehen. 
Diese Vermutung stiitzt sich im wesentlichen auf die strukturelle 
Analyse des weiter unten beschriebenen Bariumsalzes, wobei darauf 
zuriickgekommen wird. 


Was nun die Vorziige der Reaktion gegeniiber den bisher zur Ver- 
figung stehenden anlangt, so sehen wir sie in der Vermeidung lastiger 
Dimpfe, hauptsichlich aber in ihrer Ausdehnung auf .,Phytin®’ und 
auf die .,.Phytinate™. 

Die Feinheit der Reaktion steht gegenitiber der Schererschen keines- 
wegs nach. NSalkowski hat seine Reaktion fiir reinen Inosit als sicher 
fir ' 4) mg angegeben, fiir ',,mg noch als méglich. Bedenkt man, 
lab der Anteil des Inosits in den Phytinaten z. B. bei unserem Ba-Salz 
nur etwa 16°. betragt, so kommt man ftir die Anstellung unserer Re- 
iktion bei einiger Geschicklichkeit und Ubung leicht an diese Grenze 
des Nachweises und noch darunter. Bei gréBeren Mengen gelingt sie 
auch noch beim Vorhandensein geringer, gelegentlich schwer zu_ver- 
meidender Verunreinigungen. Fiir einen direkten Nachweis im Ausgangs- 
material reicht sie aber nicht aus, sondern es bedarf hierfiir einer Kon- 
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zentration und einer wenigstens angenadherten Reindarstellung 
Phytinate. 

Kin weiterer, wenn auch nicht spezifischer, so doch fiir orientiere. 
Versuche sehr brauchbarer Nachweis fiir Inosit und Phytinate sei fer) 
angefiihrt. Er beruht auf den chemischen Cherlegungen iiber {ji 
Schwerangreifbarkeit des Inosits und seiner Abkémmlinge. 

Aus den bisher angefiihrten Daten geht ja wohl zur Geniige he: 
daB speziell in saurer Reaktion mit einer ungew6hnlichen Widerstandskratt 
des Inosits gegen Aufspaltungsméglichkeiten zu rechnen ist. L6st man i) 
Inosit oder die von uns untersuchten Phytinate in konzentrierter Schwefe 
siiure auf und erhitzt diese Lésungen im siedenden Wasserbad, so greift 


die Schwefelséure auch beim Erhitzen bis zu 2 Stunden langer haben 
wir es nicht durchgefiihrt nicht an. Die Lésungen bleiben wasserk|ar, 


um so mehr, je weiter sich die Substanzen einer tatsachlichen chemischer 
Reinheit nahern. Sté6rend wirken namilich schon sehr geringe Fase: 
verunreinigungen vom Filter her, wodurch geringe gelbliche Téne entstehen 
Man kann die Erhitzung aber noch wesentlich héher treiben bis zu 150". 
ehe eine merkliche Gelbfarbung auftritt. Bei dem unten beschriebenen 
sehr reinen Ba-Salz tritt eine Braunfarbung erst bei etwa 220° ein und ein: 
Verkohlung erst nahe dem Sieden der konzentrierten Schwefelsaure. 

Macht man den Versuch mit dem Ba-Salz und konzentrierter Schwefe! 
siure im Reagensglas auf offener Flamme, so glaubt man zuniachst gar 
nicht daran, eine organische Verbindung vor sich zu haben, so spat tritt 
die Verkohlung erst ein. 

Wir erwahnen diese Methode, da sie einen ungewohnlichen Demonstra 
tionsversuch iiber die Widerstandsfahigkeit bestimmter organischer Sul) 
stanzen darstellt, weiter da sie uns fiir den Nachweis von Inosit in ver 
unreinigtem Material niitzlich geworden ist. Es tritt dann nach der k: 
hitzung der Substanz in der Schwefelsiure im Wasserbad schon daly 
eine Braunung auf, die sich bei Erhitzung in der freien Flamme aber noc! 
wesentlich vertieft, wenn gleichzeitig Inosit anwesend ist, wie sich das aus 
dem Vergleich mit der Wasserbadprobe ergibt. Soviel iiber die Nachweis 
proben fiir Inosit und Phytinate. 

Was nun die Kenntnis und die genaue chemische Definition von 
Phytinaten angeht, so sind dariiber trotz der bedeutenden und aus. 
gedehnten Arbeiten von Posternak!, R.J. Anderson’ u.v.a. kein 
abschlieBenden Daten zu verzeichnen. Im neuesten Handbuch der 
Pflanzenanalyse von Klein! sind folgende Phytinate als wohlcharak- 
terisierte Salze angefiihrt: CaMg-Salz der Inosithexaphosphorsaur 
C,H,O0.,P,Ca,;Mg, Heptabariuminosithexaphosphat (C,H), Oy, Py). Ba; 

14H,O, Tetrabariuminosithexaphosphat C,H,,0,;P, Bay, inosit- 
hexaphosphorsaures Natrium C,H,,0,;P,Na,, ~ 44 H,O. Gut kri 
stallisiert ist von diesen Salzen offenbar nur das zuletzt genannte 

Da wir uns im hiesigen Institut nun schon laingere Zeit chemise! 
und biologisch mit dem Phosphorsaurestoffwechsel beschiaftigen, so 


' Siehe C. Neuberg u. M. Kobel in G. Kleins Handb. d. Pflanze 
analyse 2, |. Teil, 569, 576, Berlin, J. Springer, 1932. 
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halen wir vor allem auch ,,Phytine in den Kreis unserer Unter- 
sucuungen gezogen'. Wir gingen dabei vielfach von dem Praparat 
\ tophos** aus, das von der Schweizer Firma Cristallo A.-G. in Thusis 
hervestellt wird. Dasselbe enthalt Ca Mg-Inosithexaphosphate in 
erheblicher Menge und wird von der Firma nach ihrem Verfahren aus 
grionen Pflanzen und Material pflanzlicher Herkunft hergestellt. Wir 
haben uns aber nicht auf dieses Ausgangsmaterial beschrankt, sondern 
verschiedenes pflanzliches Material ebenfalls mit unserer unten be- 
shriebenen Methode, aber auch noch auf spater des naiheren zu_be- 
schreibenden Art untersucht, wobei es verhaltnismaBig leicht gelingt, 
zu einem kristallisierten einheitlichen Produkt zu gelangen. Hieriiber 
folgt in kurzem eine Veréffentlichung in Gemeinschaft mit J. Schwaibold, 
doch sei diese kurze Voranzeige hiermit gestattet, da wir uns die Weiter- 
arbeit auf diesem Gebiet vorbehalten méchten. Aus dem uns von 
genannter Firma iibergebenen Rohmaterial, das hauptsachlich ,,Phy- 
tinate’’ enthalt, laBt sich auf folgende verhaltnismaBig einfache Weise 
in nahezu quantitativer Ausbeute ein gut kristallisiertes Barium- 
phytinat gewinnen, dessen Zusammenstellung und chemische Struktur 
wir aufklaren konnten. Wir iibergehen dabei sehr ausgedehnte Versuche 
mr Darstellung wohlcharakterisierter ,,Phytinate’’ als Calcium, Mag- 
nesium, Natrium, Cadmiumverbindungen, da sie trotz der auf- 
sewendeten vielen Zeit und Miihe nicht zu einem greifbaren Resultat 
gefihrt haben. 


Herstellung des Bariumphytinates. 


Das Material wird in der drei- bis fiinffachen Menge Wasser auf 
veschlemmt und in einem siedenden Wasserbad auf etwa 70° erhitzt. Nun 
fiigt man in kleinen Portionen so viel verdiinnte Salpetersiure zu, da sich 
las Material lést und eine stark kongosaure Reaktion bestehen bleibt. 
Dabei tritt nach der Lésung beim Weitererwirmen allmahlich eine diimne 
\usflockung auf, die im wesentlichen aus dem Eiweibanteil des Roh- 
produktes besteht. Es wird heiB filtriert, was relativ leicht gelingt. und mit 
limner, heiBer Salpetersiure nachgewaschen. Nun fiigt man Barium- 
hlorid in Substanz in groBem UberschuB zu. so daB eine 15 bis 20° ige 
Losung entsteht. Tritt hierbei ein Niederschlag auf, so wird hei filtriert. 
Dann kiihlt man stark ab. Nun fiigt man in kleinen Portionen verdiinnte 
Natronlauge zu, damit der Hauptanteil der Salpetersdure hierdurch neutra- 
isiert wird. Doch muff eine stark kongosaure Reaktion bestehen bleiben. 
Nun wird unter Umriihren eine ziemlich konzentrierte kalte Natrium- 
wetatlésung in kleinen Portionen zugefiigt, bis die Reaktion nur noch 
whwach kongosauer ist. Tritt hierbei eine leichte Triibung auf, so schadet 
las nichts. Eine starkere Triibung kann aber entstehen, wenn entweder 


1 B. Bleyer u. F. Fischler, Die Vierernahrung 1, 88, 1929; Die Med. 
Welt Nr. 41. 1929; B. Bleyer, F. Fischler u. G. Schenck, diese Zeitschr. 238, 
216, 1931; B. Bleyer u. F. Fischler, ebenda 289, 223, 1931; Deutsch. Med. 
Wochenschr. Nr. 41, 1931. 
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eine zu groBe Konzentration des ,,Phytinats** in der Fliissigk~ al 
ist, oder wenn nicht geniigend Saure da ist. Beides ist zu verme ten 
man dann nicht zu dem wohlcharakterisierten, kristallinen Produkt kon 
da offenbar dann andere ,,Phytinate™ gebildet werden. Die Behel 
der St6rungen ergibt sich aus dem Gesagten. 


Nun wird die noch kalte Mischung in ein langsam angewarmtes Was~ 


bad gestellt und darin fiir mindestens 2 Stunden im siedenden Bade belas 


Mit der Erwarmung beginnt eine allmahliche Triitbung, die immer dici:1 


wird und nach etwa ', Stunde zuerst an der Oberflache der Losung 
Bildung von Kristallgebilden fiihrt. Diese sinken unter, und im Ver! 
von 2 Stunden ist die Kristallisation beendet:; die Kristalle haften 


Wanden und Boden und an einem etwa in der Lésung belassenen Glasst; 
Die Kristallisation ist sehr charakteristisch. typische mikrokristalline run 


Drusen mit den Spitzen nach auBen, wie am besten die beigegebene mik 
skopische Autnahme, Abb. 1, zeigt. 





Abb. 1. Saures Tri-Bariumhexaphytinat. 


Die Kristalle werden hei®B abgesaugt und sofort mit viel heibem Wa 
gewaschen, dann wieder in Saure gel6st und die gleiche Prozedur wie o 


noch einmal durchgefiihrt. Dabei ist es nétig, nach dem Auflésen in Sau 


nochmals Bariumchlorid zuzufiigen, damit wieder die Gbige Konzentrat 
daran erreicht wird, sonst bleibt die Kristallisation aus. Die zweite Krista 


sation wird wieder abgesaugt. wiederholt mit kochend heiBem Was- 


gewaschen, bis das Viltrat nur eine geringe Opaleszenz mit Schwefelsa 
gibt. Das Salz ist namlich in heiBem Wasser, wenn auch nur sehr wet 
léslich, weshalb es nicht gelingt. die Waschung bis zur Freiheit fiu 
Ba-Schwefelsdurereaktion zu _ treiben. 

Uber die Haupteigenschaften und die Konstitution des Salzes 
folgendes zu sagen. 
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E em weiBes, hygroskopisches Pulver dar, das fiir ein Barium 
au .allend leicht ist. Es lést sich auBerordentlich wenig in kaltem, 
noch weniger in heiBem Wasser und ist unléslich in 96°,igem Alkohol und 
\ther. Auch in verdiinnter Essigséure und Eisessig ist die Lésung sehr 
ving. Dagegen lést es sich ziemlich leicht in verdiinnter, kalter Salzsaiure 
ind Salpeterséure, aber leicht in den heiBen Saéuren. Lést man das Salz 
jerin und verdiinnt stark mit Wasser, so kann man nach dem Erkalten 
lurch Zufiigung von Natriumacetatlésung bis zum Verschwinden der 
mineralsauren Reaktion eine klare Lésung erhalten, die sich beim Erhitzen 
bt und nach langerer Zeit beim Stehenlassen in der Kalte wieder klar 
d. Diese Eigenschaft hat das Salz mit den Kalksalzen von Inosithexa- 
osphorséure gemeinsam, bei denen diese Eigenschaft aber viel ausgepragter 
st, weil sie sich auch in diinner Essigséure leicht lésen. Das Salz reagiert 
en Phenolphthalein und Lackmus ganz schwach sauer. 

Beim Erhitzen des trockenen Salzes im Porzellanschalchen wird es 
fschwarz, welche Farbe auch beim Gliihen an der Luft bis zu ‘4 Stunde 
stehen bleibt. Erhitzt man es im Gliihofen bei 800° 1 bis 2 Stunden, so 
ird es allmahlich wei8 und schmilzt zu einem véllig durchsichtigen Glas 
isammen, das den Porzellantiegel stark angreift. 

Die prozentische Zusammensetzung des Salzes ergab bei Trocknung im 
ikuumexsikkator im Mittel Ba: 36,73 °,, P: 16,62 °), C: 6,43° 5, H: 1,665, 

Rest. Das Salz ist stickstofffrei. AuBer den genannten Elementen haben 
keine anderen in ihm auffinden kénnen. 


Fiir die Frage, an welche Art méglicher Phosphorsiuren das 

ium gebunden ist, wurde uns vor allem das Verhalten des Salzes 
_cim Gliihen im Porzellantiegel maBgebend, sowie die Art seiner Ent- 
stehung in kongosaurem Medium. Man muB8 unter Beriicksichtigung 
beider Momente vorerst an eine Bildung von primarem sauren Barium- 
phosphat denken. 

Da hierbei auf 1 Molekiil Barium 2 Phosphorsiuren kommen, muBte 


i der Annahme eines Hexaphytinates folgende Formel als sehr wahr- 
einlich in Betracht gezogen werden. 


% 
O- 
x , OH 
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= Co Hyg Pg Og, Bas 


Biochemische Zeitschrift Band 254. 
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Auch die, wenn auch nur geringe saure Reaktion des Salzes in wasser , 
Lésung weist auf ein saures Salz hin. 


FormelmaBig seien die theoretischen Werte den von uns gefundene, 


Mittelwerten gegentibergestellt. 





Ce Hye Ps Oog Bag + 3H) 
theoretisch 


« Hye Pg Ong Bas 
1 


thanvetion Mittelwerte gefunden 


Ba = 38,65% Ba = 36,73% Ba = 36,77% 
P 17,42% P = 16,62% P 16,62 %, 
BB: 112% a= ies, -. =. 25 
Cc = 6,75° C 6,43 % Cc = 639% 
0= 36.03 °,, O = 88,56% O = 388,55% 


Aus dieser Gegeniiberstellung diirfte hervorgehen, daf unsere erste 
nahme tiber die Struktur des Bariumsalzes noch nicht vd6llig zutrifft, « 
die Werte besonders fiir H erheblich zu hoch sind. RechnungsmaBig erg! 
sich aber, daB das Zuviel an H als H,O berechnet, annaihernd 3 H,O ent 
spricht. Addiert man 3H.O zu der zuerst angenommenen Formel un 
berechnet nun die Prozentzahlen, wie es in Spalte 3 geschehen ist, so fiily 
dies zu einer fast theoretischen Ubereinstimmung der Werte mit der nunme! 
aufgestellten Formel + 3 Wasser. Es mu also mit einer Wasseranlagerw 
des Salzes (+ 3 Wasser) gerechnet werden 

Ein weiterer Beweis hierfiir 1aBt sich 
bestimmung ableiten. Wenn man das im Vakuumexsikkator 
getrocknete Salz 2 Stunden im Trockenschrank bei 110° bis 120° lait 
dann verliert es 3 Wasser an Gewicht und zeigt dann die Prozentwerte «: 
Theorie der ersten Spalte. Es verliert hierbei 4,78°,, an Gewicht, nach ce: 
Theorie 4,81°,. Wiegt man ferner das reine méglichst lange im Vakuuw 
exsikkator getrocknete Salz in einen Gliihtiegel ein und gliiht 1 bis 2 Stunde: 
bei 800°, so erhalt man, wie schon erwahnt, die durchsichtige Barium 
m-Phosphatschmelze. Hierbei muB alles Wasser und der Inosit weggegliilt 
sein, ferner muB sich aus dem priméren Barium-o-Phosphat, das Barium 
m-Phosphat gebildet haben. Aus der Molekularformel berechnet ergilt 
sich hierbei ein theoretischer Verlust von 20,90°,, tatsachlich wurde i: 
Mittel ein Mehr von 2,5°(, gefunden. Die Ubereinstimmung scheint danac: 
also nicht sehr iiberzeugend zu sein. Doch diirfte sich daraus kein Gegen 
beweis fiir unsere Annahme ableiten lassen, da sich die m-Phosphorsiur 
beim starkeren Erhitzen noch weiter umsetzen kann!. Einen weiteren 


Wasser 


aus einer direkten 


Hilfsbeweis fiir unsere Anschauungen sehen wir noch in dem eigentiimlic!: 
Die ober- 
flachlichen Schichten schmelzen dabei, wie eine Betrachtung im Ober- 


langen Schwarzbleiben des Salzes beim Erhitzen an der Luft. 
flichenmikroskop ergab, als m-Phosphat zusammen und halten auf dies: 
Weise den weiteren Zutritt von Luftsauerstoff sehr erheblich ab, 
die Kohle nicht vollstaéndig verbrennen kann. 

Was nun die strukturelle Anordnung angeht, so liegt 
sich der saure Bariumphosphatrest wohl nur an zwei benachbarten réumlic! 
gleichgerichteten Valenzen anlagern kann, womit eine symmetriscli 
Struktur entsteht. 
von anderen Phytinaten, bei denen die eingangs beschriebenen Nachw 


so dal 


1 Siehe K. 
Braunschweig, 


A. Hofmann, 
Friedr. 


anorgan. Chemie, 6. Aut 


S. 252 u. 253. 


Lehrbuch der 
Vieweg u. Sohn, 1928, 


mdoglichst 


es nahe, dat! 


Diese Annahme griindet sich zum Teil auf das Verhalten 
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oden des .,Phytins** nicht so leicht ausfiihrbar sind als bei unserem 
Bariumsalz. Die vermutungsweise schon erwahnte Moéglichkeit, daB bei 
anderen Form der strukturellen Anordnung des ,,Phytins‘* andere 
Spaltprodukte entstehen, wiirde es verstindlich machen, da’ unter Um- 
stinden die Reaktion auf Rhodizonsaéure hierbei weniger leicht eintritt, 
eine mOégliche Erklarung, worauf wir noch zuriickkommen wollten. 
Der Inositgehalt unseres Bariumphytinats berechnet sich auf 16,07 ° 
Die geschilderte Darstellung des Salzes scheint nach den bisherigen Er- 
gebnissen die Erfassung von Phytinaten in der vorliegenden Strukturform 
ffenbar auch quantitativ recht vollstindig zu gestatten. So konnten wir 
wiederholt aus 50g des oben genannten ,,Phytinatmaterials‘* ungefihr 
ensoviel an Gewicht des sauren Tribariumphytinats gewinnen, so daf 
etwa 16", Inosit in dieser Form darin vorliegen. Damit ist dessen ,,Phytinat - 
vwrat’’ aber noch nicht erschépft, da nach dem Auskristallisieren des 
lribariumsalzes im Filirat noch andere ,,Phytinate‘’ vorhanden sind, 
leren Darstellung in definierter Form uns bisher aber noch nicht sicher 
gelungen ist; doch werden wir auch diesen Fragen weiter nachgehen. 


Zusammenfassung. 


1. Es ist gelungen, sowohl fiir Inosit, wie fiir Inosithexaphosphor- 
siure und deren Barium-, Calcium-, Magnesium- und Natriumsalze 
eine neue sichere Nachweismethode mittels Oxydation durch Natrium- 
superoxyd zu gewinnen und das Verhalten der Reaktionsprodukte 
gegeniiber konzentrierter Schwefelsiure niher festzustellen. 

2. Die Vorziige der neuen Reaktionen gegeniiber der Schererschen 
bestehen in ihrer Ausdehnung auf ,,Phytin‘ und die ,,Phytinate’ und 
im Gegensatz zu Scherers Reaktion und deren Abwandlungen in einer 
angenehmeren Anwendungsform. 

3. Ferner gelang es, aus einem uns von der Firma Cristallo A. 4G. 
ibergebenen Pflanzenpraparat und aus anderem pflanzlichen Material 
ein wohldefiniertes, kristallisiertes, neues Bariumphytinat zu isolieren, 
dem nach chemischer Analyse und Verhalten die Forme! C,H), P,,O,, Bay 


3 H,O zugeschrieben, und das strukturell als saures (symmetrisches) 
Tribariumhexaphytinat aufgefaBt werden muB. 











Chinone als Fermentmodell. 


VII. Mitteilung: 


Katalytische Desaminierung von Aminosiuren bei Sauerstoffabschlu8 und 
bei Anwendung von Wasserstoffakzeptoren. 


Von 
Karl Schuwirth. 
(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Kdln.) 
(Eingegangen am 7. August 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die bisher im hiesigen Institut iiber das obige Thema angestellten 
Untersuchungen! befaBten sich vorwiegend mit der Frage nach dem 
Zusammenwirken von Substrat und Katalysator beim Vorgang der 
oxydativen Desaminierung von Aminosiuren durch Chinone und mit 
der Kinetik dieser Vorginge. Die vorliegende auf Anregung von Herrin 
Professor B. Kisch durchgefiihrte Untersuchung soll nun eine Uber. 
leitung zu einer weiteren Reihe von Arbeiten geben, die den chemischen 
Reaktionsablauf bei der durch Chinone katalytisch beeinfluBten oxy- 
dativen Desaminierung der Aminosiuren behandeln. 

Edlbacher und Kraus* zeigten, daB die oxydative Desaminierung de: 
Glykokolls von Adrenalin katalytisch beeinfluBt wird. Es gelang dann 
spiter B. Kisch und J. Letbowitz*, den Nachweis zu erbringen, daB diese 
katalytische Wirkung nicht dem Adrenalin, sondern dem von Bruno Kise‘ 
friiher schon ais Omega bezeichneten Oxydationsprodukt (Chinonderivat 
des Adrenalins zukommt. Die Untersuchungen von Kiseh und Leibowt: 
erstreckten sich lediglich auf die Wirkung des Omega gegeniiber de! 
Glykokoll bei einem px von etwa 7 bis &. Es ergab sich bald, daB auBer dem 
Omega auch eine Reihe anderer Chinone mehr oder weniger deutlich diese 
katalytische Wirkung zeigen!, und daB auBer dem Glykokoll noch gewisse 


1 B. Kisch, diese Zeitschr. 242, 1, 1931; 244, 440, 1932; 249, 63, 1932; 
250, 135, 1932; 252, 380, 1932; B. Kisch u. K. Schuwirth, ebenda 247. 
371, 1932. 

2 |S. Edlbacher u. J. Kraus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 239, 102s 

3 B. Kisch u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 220, 370, 1930. 

4 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 220, 84, 1930. 





Givevl 
.d 
on nk 
mer | 
ina cle 
nur di 
dieser 
schied] 
unterst 
Kataly 
A 
legen 
all die 
ue sagt 
bei de 
yon 6 
koll a 
fiir di 
Subst 
I 
unters 
durch 
geelgn 
A 
schied 
bel Ge 
und £ 
wenn 
akzept 
sonst 
experi 
in der 


hh 
Metho 
daB ar 
enthie 
gegebr 


1 
2 
3 


diese 
allerd 
Luftse 
Reakt 





ellten 

dem 
x der 
1 mit 
ferrn 
Uber. 
schen 


OXY- 


g des 
dann 
diese 
risch# 
rivat 
owitz 
der 
> dem 
diese 
Wisse 


K. Schuwirth: Chinone als Fermentmodell. VII. 149 


re Aminoséuren, vor allem das Serin', das Glycylglycin'! und das 

evityrosin? durch sie oxydativ desaminiert werden. Weiterhin zeigte 

. daB die Desaminierung weitgehend abhangig war von der Wasserstoff- 
onenkonzentration, bei der die Desaminierung erfolgte'. Es zeigte sich 
ferner ein Unterschied zwischen der Desaminierung des Glykokolls einerseits 
md des Glyeylglycins und Glycyltyrosins andererseits insofern, als nicht 
nur die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die Desaminierung 
dieser Substrate bei Verwendung verschiedener Katalysatoren unter- 
schiedlich ist, sondern auch die Vorgange bei der Desaminierung selbst sich 
unterscheiden, vor allem in der verschiedenen Spezifitat der verwandten 
Katalysatoren!. 


Aus all diesen Tatsachen ergab sich die im ersten Teil der vor- 


liegenden Arbeit behandelte Fragestellung, namlich die Ermittlung 
all dieser Reaktionen als Vorginge oxydativer Desaminierung, genauer 
gesagt die Frage: Gilt die Notwendigkeit der Sauerstoffanwesenheit 
hei der bisherigen Versuchsanordnung fiir alle bei einem py-Bereich 
von 6 bis 12 wirksamen Katalysatoren unter Verwendung von Glyko- 
koll als Substrat und ferner: Gilt die gleiche Notwendigkeit auch 
fiir die Systeme, bei denen das Glycylglycin und Glyeyltyrosin als 


Substrate der Desaminierung unterzogen werden. 

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte dann weiterhin 
untersucht werden, inwieweit grundsatzlich die gleiche Desaminierung 
durchfiihrbar ist, wenn bei Ausschlu8 des Luftsauerstoffs dem System 
geeignete Wasserstoffakzeptoren zugesetzt werden. 


Aus einer Arbeit von Wieland und Bergel? geht hervor, daB sich ver- 
schiedene Aminoséuren (Glykokoll, Alanin u. a.) durch Palladiumschwarz 
bei Gegenwart von J.uftsauerstoff oxydativ desaminieren lassen. Wieland 
und Bergel fanden, daB diese Desaminierung auch dann vonstatten geht, 
wenn bei AusschluB8 des Luftsauerstoffs m-Dinitrobenzol als Wasserstoff- 
akzeptor verwandt wird. Andere Wasserstoffakzeptoren, vor allem das 
sonst haufig verwandte Methylenblau, bleiben dagegen wirkungslos. Eine 
experimentell bestatigte Erklarung fiir diese letztere Tatsache findet sich 
in der erwahnten Arbeit nicht*. 


Methodik. 


Im allgemeinen schlieBt sich die bei der vorliegenden Arbeit verwandte 
Methodik so eng der bereits in friiheren Arbeiten (l.c¢.) geschilderten an, 
daB auf die bereits erwaihnten Arbeiten verwiesen werden kann. Die Ansitze 
enthielten genau wie friiher die nachfolgenden Bestandteile in den an- 
gegebenen Konzentrationen: m/40 Substrat, m/1000 Katalysator und den 


1 Bruno Kisch, 1. ¢. 

2 Wieland u. Bergel, Liebigs Ann. 439, 199, 1924. 

3 Es sei an dieser Stelle auch darauf hingewiesen, dal es Newberg u. Kobel 
diese Zeitschr. 185, 477, 1927) gelang, Alanin mit Hilfe von Methylglyoxal 
allerdings unter anderen Versuchsbedingungen auch bei AusschluB von 
Luftsauerstoff zu desaminieren, wobei NH,. CO, und Acetaldehyd als 
Reaktionsprodukte nachgewiesen wurden. 
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Phosphatpuffer. Aktivatoren wurden nicht zugesetzt. Im einzelne 
noch folgendes zu sagen: Bei den Versuchen zum ersten Teil der vorliege 
Arbeit gingen wir so vor, daB gleichzeitig jede Probe dreimal ang 
wurde. Der erste dieser drei Ansaétze wurde in Waschflaschen mit 
CO, und NH, befreiter Luft durchstrémt, wie es bereits friiher beschri 
wurde. Der zweite Ansatz wurde ohne diese Liftung bei aufgesetz: 
Helm der Waschflasche ohne Anschlu8 der Schlauchverbindungen fii: 
gleiche Zeit wie Ansatz | in den Thermostaten gestellt. Der dritte A: 
wurde mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe evakuiert, nachdem die zy 
Offnung der Waschflasche mittels Vakuumschlauch und Quetsch! 
verschlossen war, und zwar zunachst ohne Katalysatorzusatz. Nac} 
der gr6Bte Teil der in der Fliissigkeit gelésten Luft abgepumpt war, w 
der Katalysator zugegeben und nunmehr endgiiltig evakuiert. Diese 
Ansatze wurden im iibrigen vollkommen gleichméBig behandelt, so 
quantitativ vergleichbare Verhaltnisse herrschten. Jede Versuchs: 
bestand aus mehreren solcher Dreiergruppen von Ansiatzen, und zu }: 
Versuchsreithe wurden drei Ansaétze gegeben. die der gleichen Behand 
unterzogen waren nur mit dem Unterschied, da®B sie keinen Katalysat 
sondern ein der Katalysatorlésung an Volumen entsprechendes Volu: 
Wasser enthielten. Diese Ansitze dienten als Kontrollproben insofern 
sie AufschluB gaben, inwieweit die verwandte Aminosaure bereits o!} 
Katalysator desaminiert wurde. Die so erhaltenen ,,Blindwerte™ sind 


lr 


den Tabellen von den erhaltenen Werten bereits in Abzug gebracht. s 


bewegen sich durchschnittlich in einer GréBenordnung von etwa 0,! 
0.2 cem n/50 NH,, erreichen also kaum die GréBenordnung des Versuc! 
fehlers. Die Aufarbeitung der Versuche geschah genau wie friher. 


Die im zweiten Teil verwandte Methodik war grundsatzlich die gleic! 


Nur waren hier die Versuchsreihen etwas komplizierter zusammengeset zt 


da zur Ermittelung des ,,Blindwertes** ja auch die eventuelle Einwirkuny 


des Wasserstoffakzeptors auf die zu desaminierende Aminosdure bzw. ( 


Wirkung des Katalysators auf den Wasserstoffakzeptor mitberiicksichtiz: 


werden muBte. Hier wurde in folgender Weise vorgegangen: 


Die Versuchsreihen enthielten jeweils zehn Ansatze. Von den einzelrm 


Ansatzen enthielten bei gleichem py: 


Nr. 1: Substrat, Katalysator, Wasserstoffakzeptor. 

2: Substrat, Katalysator, Wasserstoffakzeptor (Kontrollpro!: 
.» 3: Substrat und Katalysator. 

4: Substrat und Katalysator (Kontrollprobe). 
.. 5: Substrat allein. 


». 6: Substrat und Wasserstoffakzeptor. 
» 7: Katalysator und Wasserstoffakzeptor. 
» 8: Wasserstoffakzeptor allein. 


-~ 


): Substrat und Katalysator. 
., 10: Substrat, Katalysator und Wasserstoffakzeptor. 


Diese beiden letzteren Ansa&tze wurden in normaler Weise mit | 
durchstrémt. Sie sollten eine Kontrolle erméglichen, inwieweit etwa «|: 
Reaktionsablauf durch die Anwesenheit des Wasserstoffakzeptors be 
trachtigt wurde. DaB diese Kontrolle durchaus notwendig war, werden 
spaiteren Ausfiihrungen ergeben. Ansatz 1 bis 8 wurde in der oben 
gegebenen Weise evakuiert. 
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An Wasserstoffakzeptoren wurden hauptsachlich verwandt m-Dinitro- 

zol und Methylenblau. Bei den Versuchen mit m-Dinitrobenzol gaben 

wegen der schlechten Léslichkeit dieser Substanz zu jedem Ansatz 
ge der festen Substanz. Bei Anwendung von Methylenblau wurden 

Ansatze mit 3cem einer 1°,igen Lésung von Methylenblau B extra 
Schering und Kahlbaum) versetzt. 


I, Teil. 
Versuche bei Sauerstoffabschluf. 


In Tabelle I sind die Versuchsergebnisse des ersten Teiles der vor- 


liegenden Arbeit wiedergegeben. 

Zur Untersuchung kamen Oxyhydrochinon, Adrenalin, Gallussiure 
und Resorcin als Katalysatormuttersubstanzen (nach B. Kisch': 
Katalysagene) in ihrem Verhalten zum Glykokoll sowie die Einwirkung 
von Oxyhydrochinon? auf Glycylglycin? und Glycyltyrosin® bei einem 


pa-Bereich von 7 bis 11. 

Aus Tabelle I ergibt sich, daB sowohl die Desaminierung des 
Glykokolls als auch des Glyeylglycins und Glycyltyrosins mit Hilfe 
der wirksamsten Chinonkatalysatoren Vorgange sind, die bei Abwesen- 
heit geeigneter Wasserstoffakzeptoren an die Gegenwart von Sauerstoff 
gekniipft sind. Wahrend namlich die durchliifteten Proben zum Teil 
recht groBe Ammoniakausbeuten ergaben, wird die Ausbeute bei 
fehlender Durchliiftung bereits sehr gering, um im Falle vélliger Sauer- 
stoffabwesenheit (evakuierte Ansitze) praktisch véllig zu verschwinden. 

Diese Tatsache ist durch die schon eingangs erwihnte Arbeit von 
B. Kisch und J. Leibowitz (1. c.) fiir das System Adrenalin /Glykokoll und 
durch die Untersuchungen von B. Kisch fiir das Glycyltyrosin wenigstens 
bei einem py-Bereich 7 bis 8 bereits bekannt*. Sie wird durch die vor- 
liegende Untersuchung voll bestatigt. Durch unsere Versuche ist auch 
bei den anderen untersuchten Systemen und fiir einen pyg-Bereich von 
7 bis 11 die Desaminierung als streng aerober Vorgang bei der ge- 
schilderten Versuchsanordnung bewiesen worden. Eine eingehende 
Analyse des sich hierbei abspielenden Reaktionsmechanismus war nicht 
Ziel der vorliegenden Arbeit. Es geniigte vorliufig diese Feststellung 
als Basis fiir die geplanten spiteren Untersuchungen. Bemerkenswert 
ist an den Ergebnissen ferner, daB auch bei Anwendung des Resorcins 
als Katalysagen eine Desaminierung vorliegt, die gleichfalls streng 
aerob ist. 


1 Vgl. B. Kisch, diese Zeitschr. 250, 135, 1932. 

2 Reines Oxyhydrochinon wurde uns in dankenswerter Weise von den 
|. G. Farbenfabriken, Elberfeld, zur Verfiigung gestellt. 

3 Priparate der Firma Hofmann-La Roche, Berlin. 

4 Siehe die entsprechende Angabe beziiglich Glycyltyrosin bei Bruno 
Kisch, diese Zeitschr. 252, 380, 1932. 
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Chinone als Fermentmodell. VII. 
II. Teil. 
Versuche mit Zusatz von Wasserstoffakzeptoren. 

AuBer dem Nachweis der Notwendigkeit der Sauerstoffgegenwart 
bei der oxydativen Desaminierung von Aminoséuren unter katalytischer 
Mitwirkung von Chinonen interessierte uns weiter die Frage, ob sich 
diese Reaktion in ahnlicher Weise bei Gegenwart eines den Sauerstoff 
vertretenden Wasserstoffakzeptors abspielen kann. 

Unsere Untersuchungen wurden vornehmlich mit zwei Wasserstoff- 
akzeptoren angestellt: Einmal mit dem als Wasserstoffakzeptor bei 
hiologischen Versuchen haufig verwendeten Methylenblau, und ferner 
mit dem von Lipschitz! u. a. verwendeten m-Dinitrobenzol. 


Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle il dargestellt. Es ergibt 
sich zunachst, daB die verwandten Akzeptoren durchaus kein gleich- 
wertiges Verhalten untereinander zeigen: Wahrend naimlich Methylen- 


blau bei unserer Versuchsanordnung als Wasserstoffakzeptoy nicht 
wirksam ist, erweist sich m-Dinitrobenzol als wirksam. Je nach den 
Versuchsbedingungen werden mehr oder weniger groBe Ausbeuten an 
Ammoniak erhalten. 


Den von uns beobachteten Unterschied in der Wirkungsweise zwischen 
Methylenblau und m-Dinitrobenzol machten, wie schon eingangs erwahnt, 
bereits Wieland und Bergel (1. c.) bei Anwendung von Palladiumschwarz 
als Katalysator der oxydativen Desaminierung von verschiedenen Amino- 
siuren, allerdings unter etwas anderen Bedingungen. Wir kénnen vorlaufig 
ebensowenig wie die genannten Autoren entscheiden, was dieser ver- 
schiedenen Wirkungsweise der beiden Wasserstoffakzeptoren zugrunde 
liegt. Es sind mehrere Ursachen hierfiir méglich. Einmal kénnen sich 
Verbindungen des Methylenblaues mit der Aminoséiure bzw. dem Chinon 
oder mit erst bei der Reaktion entstehenden Zwischenprodukten bilden, 
die den Ablauf der Reaktion in irgend einer Weise beeintrachtigen. Hierfiir 
spricht vielleicht das starke Absinken der Ammoniakausbeute normal 
durchliifteter Proben bei Gegenwart von Methylenblau (s. Tabelle I), 
das bei Glykokoll als Substrat viel deutlicher zutage tritt als bei Glycyl- 
giycin. Andererseits besteht aber auch die Méglichkeit, daB ein grund- 
sitzlich verschiedenes Verhalten vorliegt. Hierauf hat bereits friiher einmal 
(}, Ahlgren® hingewiesen, indem er schreibt: .,Soviel diirfte sicher sein, 
dai die Reduktion des Dinitrobenzols durch biologische Agenzien sich 
nicht, wie dies bei derjenigen des Methylenblaues der Fall ist, auf eine 
einfache Dehydrierung beschrink+. Méglicherweise haben wir es mit einer 
Aktivierung gewisser Sauerstoffatome zu tun“. 


Eigene Versuche, diese Sauerstoffaktivierung indirekt, z. B. durch 
Oxydation von Pyrogallol in alkalischer Lésung nachzuweisen, sind 
bisher ohne Erfolg geblieben. 


1 W. Lipschitz u. A. Gottschalk, Pfliigers Arch. 191, 1, 1921. 
2 G. Ahigren, Skand. Arch. f. Physiol.; Suppl. zu 47, 146, 1925. 
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Fir eine unterschiedliche Wirkungsweise mag aber die Tatsache 
sprechen, daB, wie eigene Versuche ergaben, einerseits ein anderes 
Nitroderivat, nimlich Nitroanthrachinon, ahnliche Wirkung zeigt wie 
das m-Dinitrobenzol, andererseits Alloxan und Isatin sich nicht als 
wirksame Wasserstoffakzeptoren verwenden lieBen. Eine eingehende 
Analyse dieser Ergebnisse soll jedoch einer spateren Arbeit vorbehalten 
bleiben. 

Von unseren Versuchen der Desaminierung mit Hilfe von Oxy- 
hydrochinon als Katalysagen und m-Dinitrobenzol als Wasserstoff- 
akzeptor sind inden Abb. 1 bis 3 drei charakteristische Versuchsergebnisse 
zur graphischen Darstellung gebracht!. 

Es sind in jeder Abbildung zwei Kurven, die zwecks quantitativer 
Vergleichbarkeit ein und derselben Versuchsreihe entstammen, wieder- 
gegeben: Die eine Kurve zeigt die bei normaler Durchliiftung er- 
haltene Ammoniakausbeute, die andere die Ausbeute von Proben, 
die nach Zusatz des Wasserstoffakzeptors 
und Evakuierung wahrend der gleichen Zeit 
im gleichen Wasserbad wie die anderen 
Proben gestanden haben. 
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Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 
Glykokoll/Oxyhydrochinon. Glyeylglycin/Oxyhydro- Glycyityrosin/Oxyhydro- 
---» durehliiftet, chinon. chinon. 


O—O O--frei; m-Dinitro- x---X durchliiftet, x---&< durchliiftet, 
benzol als H,-Ak- O—O 0,-frei: m-Dinitro- O—O 0>,-frei; m-Dinitro- 
zeptor. benzol als H»-Ak- benzol als H,-Ak- 
zeptor. zeptor. 


Eine Analyse der Kurven ergibt folgendes: Wir sehen einen auf- 
und einen absteigenden Schenkel bei beiden Kurven, deren Bedeutung 
bereits in einer friiheren Arbeit dargelegt wurde?. Es zeigt sich ferner, 
daB8 in allen Fallen, auch bei optimalen Bedingungen, die Ausbeute 
der evakuierten Probe mit Wasserstoffakzeptor immer hinter der bei 
normaler Liiftung erhaltenen zuriickbleibt. Beachtenswert ist ferner, 


1 Die Versuchsergebnisse sind nicht in Tabelle I] aufgefiihrt. 
2 B. Kisch u. K. Schuwirth, |. ¢. 
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daB auch die Wirkung von m-Dinitrobenzol als Wasserstoffakzept 
(bei Glykokoll als Substrat) ein deutliches py-Optimum aufweist, (as 
in alkalischem Gebiet liegt (px gréBer als 10). DaB diese Erscheinung 
nicht nur ein Ausdruck des pg-Optimums der Glykokolldesaminieruny 
sondern auch des py-Optimums der m-Dinitrobenzolwirkung ist, wird 
besonders deutlich bei vergleichender Betrachtung der Abb. 1 bis 3 
Da Glykokoll bei den angewandten Bedingungen sein Desaminierungs. 
optimum, wie friiher gezeigt wurde, bei py etwa 10 bis 11 besitzt, tritt 
hier keine Verschiebung der Desaminierungskurve durch den Wasser. 
stoffakzeptor gegeniiber der O,-Wirkung auf; sein Wirkungsoptimum 
fallt ja mit dem Desaminierungsoptimum des Glykokolls zusammen 
(Abb. 1). Dagegen zeigt sich bei der Desaminierung des Glycylglycins 
(Abb. 2) und des Glycyltyrosins (Abb. 3), deren Desaminierungs- 
pu-Optimum in weniger alkalischem Bereich liegt!, eine deutliche 
Verschiebung des Desaminierungsoptimums nach der alkalischen Seite 
bei Verwendung von m-Dinitrobenzol als Wasserstoffakzeptor im 
Vergleich mit der durchliifteten Kontrollprobe. Diese Verschiebung 
beruht wohl nicht auf einer wesentlichen Anderung des Reaktions- 
mechanismus, da die Desaminierungskurve bei Verwendung des Dinitro- 
benzols beim Zusammentreffen mit dem absteigenden Schenkel de: 
Desaminierungskurve bei O,-Einwirkung in vélliger Ubereinstimmung 
mit dieser abfillt. Die Méglichkeit einer Desaminierung durch kata- 
lytische Wirkung des m-Dinitrobenzols allein, ahnlich wie sie Abder- 
halden und Wertheimer? bei Verwendung von Wasserstoffakzeptoren 
zur Untersuchung der Zellatmung befiirchten, wurde durch angestellte 
Kontrollversuche ausgeschlossen. Es findet keine Desaminierung bei 
alleiniger Gegenwart von Akzeptor und Substrat statt. Ebensowenig 
beeinfluBt das m-Dinitrobenzol die normale Desaminierung bei Sauer- 
steffanwesenheit der untersuchten Aminoséuren mit Hilfe von Oxy- 
hydrochinon als Katalysagen weder in positiver noch in negativer Weise 


Zusammenfassung. 


1. Es wird der Beweis erbracht, da8 die Desaminierung von 
Glykokoll, Glycylglycin und Glycyltyrosin mit Hilfe von verschiedenen 
Katalysatoren der Chinonreihe (Katalysagene: Oxyhydrochinon, Adre- 
nalin, Gallussiure, Resorcin) Vorginge oxydativer Desaminierung 
und bei Abwesenheit geeigneter Wasserstoffakzeptoren streng aerober 
Natur sind. 

2. Weiterhin wird nachgewiesen, daB sich der Sauerstoff bei dem 
untersuchten Vorgang in begrenzter Weise durch gewisse Wasserstoff- 


1 B. Kisch, diese Zeitschr. 250. 135, 1932; 252, 380, 1932. 
* Abderhalden u. Wertheimer, Piliigers Arch. 202, 398, 1924. 
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akzeptoren ersetzen 14Bt. Wahrend sich Methylenblau (und ebenso 
\lloxan und Jsatin) als véllig unwirksam erwiesen, gelingt es, den 
Sauerstoff durch aromatische Nitroverbindungen zu ersetzen. Die 


Grinde fiir dieses verschiedene Verhalten lassen sich vorlaufig noch 
nicht angeben. Weitere Untersuchungen sollen hieriiber Klarheit 


ge ben. 


3. Der Reaktionsmechanismus diirfte wohl der gleiche bei Gegen- 
wart von Sauerstoff wie bei Anwesenheit von m-Dinitrobenzol bei 
Sauerstoffmangel sein, wie aus dem gleichartigen Kurvenverlauf der 
Abb. 1 bis 3 geschlossen wird. Allerdings sind die Ausbeuten bei Gegen- 
wart von Sauerstoff weit bessere als bei Anwesenheit von m-Dinitro- 
benzol als Wasserstoffakzeptor. 








Uber den 
Phosphatasegehalt normaler und rachitischer Rattenknorpel. 


Von 
Walter Fabisch. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik in Greifswald.) 
(Eingegangen am 8. August 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. 

Die Verminderung des anorganischen séureléslichen Phosphors 
im Blutserum stellt eines der chemisch faBbaren Kardinalsymptome 
der Rachitis dar. Diese Hypophosphatimie ist um so bedeutsamer, 
als sie mit Sicherheit bei der Heilung der Rachitis, also vor allem auch 
unter dem Einflu8 des bestrahlten Ergosterins, verschwindet und an 
ihre Stelle normale P-Werte im Serum treten. Zur Erklarung des 
Zustandekommens dieser Verminderung des anorganischen Serum-? 
sind eine Reihe von Hypothesen aufgestellt worden, von denen im 
Zusammenhang mit den folgenden Untersuchungen diejenige interessiert, 
welche die Verminderung des anorganischen Serum-P mit Verinderungen 
in der Menge der Phosphatasen, im besonderen der Knorpelphosphatasen, 
in Zusammenhang bringt. Diese Hypothese ist von Klinke! klar 
formuliert und von Freudenberg? iibernommen worden. Sie besagt, 
daB bei der Rachitis Phosphatasen im Knorpel gespeichert werden und 
dort untatig ruhen. Die Untersuchungen, welche dieser Hypothese zu- 
grunde liegen, sind zum Teil an rachitischen Hunden vorgenommen 
(Demuth®, Bischoff*), zum Teil an rachitischen Ratten (Jdger®), letztere 
aber ohne eingehendere Angaben iiber die Zahl der zu den Versuchen 
verwendeten Tiere, iiber Wiederholungen der einzelnen Versuche usw., 


' Klinke, Mineralstoffwechsel. Leipzig u. Wien, 1931. 

2 Freudenberg, im WHandb. d. Kinderheilkde., herausgegeb. von 
Pflaundler u. Schiossmann. 

3 F. Demuth, diese Zeitschr. 166, 162, 1925. 

1G. Bischoff u. A. Léschke, Zeitschr. f. K 

® O. Jdger, ebenda 44, 358, 1928. 


Kinderheilkde. 52, 319, 1932 
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3 daB es zweckmaBig erschien, an Hand eines méglichst groBen Tier- 
materials die Frage nach dem Zusammenhang zwischen Phosphatase- 
menge im Knorpel und rachitischer Hypophosphatimie noch einmal 
in Angriff zu nehmen. 


II. Methodisches. 


Zu den Versuchen wurden vier Serien von Ratten verwendet. 1. Tiere, 
lie mit einer tiblichen Durchschnittskost erndhrt wurden und die also Brot, 
Milch, Speck, Hafer und dergleichen erhielten. Diese Ratten waren nicht 

whitisch. 2. Tiere, die mit einer McCollum-Kost 3143 gefiittert wurden, 
welche sich aber von der rachitogenen Kost dadurch unterschied, dai in 
hr der Quotient Ca: P 0,8 betrug, so daB ein Entstehen der Rachitis ver- 
jiitet wurde. Es sollte auf diese Weise festgestellt werden, ob etwa die 
ingewOhnliche Zusammensetzung der Nahrung allein Veranderungen in der 
Menge der Knorpelphosphatasen hervorrufen kann. 3. Tiere, die die rachi- 
togene MecCollum-Kost 3143 erhielten und die nach 3 Wochen eine deutliche , 
schwere Rachitis aufwiesen. 4. Tiere, die zundchst rachitisch gemacht 
worden waren und welche durch zehntagige Verfiitterung von taglich 
3 Ratteneinheiten Vigantol eine in Heilung begriffene Rachitis zeigten. 
Von jedem einzelnen Tier wurden vor dem Versuch eine Réntgenaufnahme 
ler Hinterbeine gemacht und nur solche Ratten verwendet, die den an- 
gefiirten Anspriichen geniigten. Die Ratten wurden vor dem Vérsuch 
mechanisch getétet und dann sofort noch lebenswarm verwendet. Wir 
benutzten die Epi- und Metaphysen des Oberarms, des Oberschenkels und 
des Unterschenkels. Die Knorpel wurden mit der zehnfachen Menge Seesand 
ind der doppelten Gewichtsmenge Wasser in der Reibschale griindiich zu 
einer méglichst gleichmaéBigen plastischen Masse verrieben, die sich bei 
ler Einwage sehr bequem handhaben lie}. Als Substrate der Spaltung 
kamen das glycerin-phosphorsaure Natrium der Firma Merck, also ein 
Gemisch von «- und f-glycerin-phosphorsaurem Na, und das hexose-di- 
phosphorsaure Natrium zur Verwendung. Dieses wurde aus dem Candiolin, 
dem hexose-di-phosphorsauren Calcium der I. G. Farbenindustrie durch 
Umsetzen mit Natriumoxalat hergestellt, und zwar wurde 1,000 g Candiolin 
mit 0,4780 g Natriumoxalat (bzw. Vielfache davon) in wasseriger Lésung 
geschiittelt. Unter diesen Bedingungen fand sich in der von Caleium- 
xalat befreiten L6sung immer noch eine ganz geringe Menge des Ca-Salzes 
des Esters, so daB eine Beeinflussung des Ferments durch freies Oxalat mit 
Sicherheit vermieden wurde. Die Spaltungen wurden bei einem px 7,4, 
in einigen Fallen auch bei px 7,8 durchgefiihrt. Die Einstellung des px 
geschah ohne Zusatz von irgendeiner Pufferlésung, nur dadurch, daB zu 
den Esterlésungen H Cl bzw. NaOH in geeigneter Menge zugegeben wurde, 
sofern es nicht ausdriicklich anders vermerkt ist. Die Ester wirken selbst 
ils Phosphatpuffer und geniigten in den verwendeten Konzentrationen 
vollkommen, um das px bei dem geringen Spaltungsgrad, bis zu dem die 
Versuche gefiihrt wurden, aufrecht zu erhalten. Im Maximum wurde bei 
lem m/50 Hexoseester bis zu etwa 3° gespalten, bei dem m/10 Glycerin- 
ester nur etwa bis zu dem fiinften Teil dieses Spaltungsgrades. Die Ein- 
stellung des pu und die Kontrolle seiner Konstanz wurde mit der Chin- 
hydronelektrode vorgenommen. Die Esterlésungen waren bei den Versuchen 
mit dem Glycerinester, wie schon erwaihnt, m/10. bei dem Hexoseester 
1/50, sofern es sich nicht um Versuche mit Konzentrationsreihen handelte. 
Die Molaritaét von '/;, entspricht fast genau der in den Arbeiten von Jdger 
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sowie Bischoff und Léschke verwendeten Konzentration von 1°. [)j 
Spaltung geschah bei 37°C im Brutschrank und wurde nach 10 uni 
20 Stunden bzw. nach 5 und 10 Stunden untersucht. Bei einem Teil de; 
Versuche mit dem Glycerinester wurde zur méglichst gleichmaBigen Durch. 
mischung der Ansatz im Brutschrank auf der Maschine geschiittelt. f:. 
stellte sich aber heraus, daB auf diese Weise eine teilweise Inaktivieriny 
des Ferments zustande kam, wie sich in Parallelversuchen ohne Schiittely 
ergab, so daB dann spater von dem kontinuierlichen Schiitteln abgesehen 
und nur ein- bis zweimal im Verlauf der Spaltung kurz mit der Hand um 
geschwenkt wurde. Die Ansatze bestanden aus 50 ccm der Lésungen 
5 Tropfen Toluol sowie 0,5 bzw. in den meisten Fallen 1,0 g des Knorpe! 
breies, enthielten also 0,035 bzw. 0,077 g Knorpel. Parallelansatze mit 
Knorpelbrei ohne Ester und mit Ester ohne Knorpelbrei ergaben die not- 
wendigen Korrekturen. Zur Bestimmung des in Freiheit gesetzten P wurden 
aus den Ansitzen 10 ccm abpipettiert, mit 3 bzw. 1,5cem 20° ,ig. Tri- 
chloressigsiure versetzt, um die Spaltung zu unterbrechen und das Eiweif 
zu fallen, danach wurde durch gehartete Schleicher- und Schiill-Filter klar 
filtriert und 5ccem des Filtrats zur P-Bestimmung verwendet. Die Be. 
stimmung geschah colorimetrisch nach der Methode von Bell und Dois,. 
Die Verwendbarkeit dieser colorimetrischen Methode wurde zuniachst 
durch Vergleich mit der titrimetrischen Methode nach Embden, M yrbic! 
und Roche festgestellt, besonders wegen einer geringen Abanderung bei der 
P-Bestimmung in Gegenwart des Glycerinesters. Es muBten bei Anwesen. 
heit von m/10 glycerin-phosphorsaurem Natrium von einer 10 °,ig. schwefe! 
sauren Ammonmolybdatlésung 1,5 cem und von einer 4°, ig. Hydrochinon. 
lésung 3ccm verwendet werden, um eine Parallelitét zwischen P-Meny 
und Farbintensitat zu erreichen. Die im folgenden angefiihrten Zahlenwerte 
beziehen sich auf die in 5 cem des Ansatzes enthaltene Menge anorganischen 
P in Milligramm, umgerechnet auf eine Spaltung durch | g Knorpel, wahrend 
die Versuche mit 1 g Knorpelbrei, also mit 0,077 g Knorpel, oder auch der 
Halfte dieser Menge, angesetzt wurden. 


Ill. Ergebnisse. 


Die ersten Versuche wurden mit m/10 Lésung von glycerin- 
phosphorsaurem Natrium durchgefiihrt. Die Spaltung ging unter 
Schiitteln auf der Maschine im Brutschrank bei 37° vor sich, die Ab- 
nahmen geschahen nach 10 und 20 Stunden. Wie sich aus der Tabelle | 
sowie aus der Abb. 1, welche die Mittelwerte der in der Tabelle auf- 
gefiihrten Einzelwerte darstellt, ergibt, liegen diese Mittelwerte fiir 
die vier verschiedenen Gruppen der Ratten sehr nahe beieinander 
Eine gréBere Abweichung bildet nur der Mittelwert fiir die 20-Stunden- 
Abnahmen bei den mit P-reicher McCollum-Kost gefiitterten Ratten. 
wahrend die 10-Stunden-Werte dieser Gruppe sehr gut in einer Reihe 
mit den iibrigen liegen. Wesentlich ist es, auf die Variationsbreite cer 
Einzelwerte hinzuweisen, aus denen sich die Mittelwerte zusammen- 
setzen. Bei der Gruppe der normal ernahrten Tiere betragt die grélit 
Abweichung vom Mittelwert bei den 10-Stunden-Umsitzen nach 
oben 11%, nach unten 18%, bei den 20-Stunden-Umsatzen nach 
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Spaltung von m/10 Glycerinester, pH 7 


Tabelle I. 


161 





I 


Nummer der Ratten 


 Mittelwerte 
mg P 





170 
165 


166, 167, 
161, 164, 
AB, Cc 
254, 255, 
247, 248, 


256 
249, 250 


10 Std. 


153, 159 
152, 160 
151, 155 


156, 158 
231, 233, 
235, 236, 


Nummer der Ratten 


Mittelwerte 


1,53 
1,83 
1,74 


mg P 


10 Std. 


20 Std. 


2,68 
3,41 
2,63 


1,90 
1,72 
1,85 


2,55 
2.65 
2,75 
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Nummer der Ratten 


203, 204 
206, 207 
210, 211 
, 213, 214 
216, 217 
219, 221 
227, 228 


Mittelwerte 


10 Std. 


mg P 


20 Std. 


won 
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Nummer der 


103, 111, 
109, 115, 
102, 105, 
101, 116, 
133, 135, 
137, 139, 
142, 145, 


Ratten 


120 
119 
109 
117 
136 
140 
146 


Mittelwe 
mg P 


10 Std. 


1.9 
1,7 
1, 

1,90 
2,25 
2,10 
1,71 
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oben 7%, nach unten 21%. Die entsprechenden Werte bei der Grup), 
der mit P-reicher Mc Collum-Kost gefiitterten Tiere betragen : 10 Stunde, 
max. Abweichung nach oben 8%, nach unten 13%, 20 Stunden max 


Abweichung nach oben 27%, nach unten 5%. Bei der Gruppe de 


rachitischen Tiere lauten die Werte: 10 Stunden max. Abweichung 


nach oben 22%, nach unten 16%, 20 Stunden max. Abweichung nac, 
oben 23%, nach unten 23%. In der letzten Gruppe der in Heilung 
begriffenen Tiere betragen die Zahlen: 10 Stunden max. Abweichung 
nach oben 18%, nach unten 30%, 20 Stunden max. Abweichung nac\) 
oben 13%, nach unten 19%. Man erhalt also Zahlen fiir die Ester. 
spaltung, die unter sonst gleichen Bedingungen bis zu 50%, untereinande, 
differieren, was bei der Art der angewendeten Methode, die auch den 
sonst tiblichen entspricht, nicht zu verwundern ist, aber sehr eindringlich 
darauf hinweist, daB derartige Versuche an einem méglichst groBen Ticr- 
material vorzunehmen sind, wenn Mittelwerte iiberhaupt einen Sinn haley 
und bindende Schliisse gestatten sollen. Da die eben angefiihrten Unter. 
suchungen nur als Vorversuche gedacht waren, begniigten wir uns mit 
durchschnittlich 20 Tieren fiir jede Gruppe, Versuche mit dem Hexose- 
ester, iiber die spiter berichtet wird, wurden mit etwa der doppelten 
Tiermenge durchgefiihrt. 

Zur Priifung der Proportionalitit zwischen Umsatz und Knorpel- 
menge, d.h. also Fermentmenge, wurden in einigen Versuchen zum 
gleichen Volumen Esterlésung Knorpelmengen im Verhiltnis 1:2 
zugefiigt. Die Tabelle II la8t erkennen, daB die Proportionalitat in 
befriedigender Weise vorhanden ist. Die gesamte Anlage der Versuche 
war damit also gerechtfertigt. 


Tabelle Ll. 
Spaltung von m/10 Glycerinester, pu 7,0. Verhaltnis der Knorpelmengen 








B:A=2:1. 
Nummer |__‘Mittelwerte A || MittelwerteB |B A 
der Ratten | 10Std. | 20Std. | 10Std. | 20Std.  10Std.  20Std. 
104, 115, 119 0,93 1,05 1,65 2,10 1,78 2,0 | ry 
101, 116, 117 | 0,97 | [0.73] | 1,87 | [1,92] | 1,93 [262] | 
153, 159 0,84 0,53 1,42 1,20 1,69 2,26 |i 
152, 160 0,93 — 1,79 _ 1,93 -- | 


Die bisher angefiihrten Spaltungen wurden unter Schiitteln im 
Brutschrank vorgenommen. Die beiden folgenden Tabellen (ITT und IV) 
geben die Umsitze wieder, die mit den gleichen Knorpeln einmal unter 
dauerndem Schiitteln, das andere Mal bei ruhigem Stehen und nur 
gelegentlichen Umschwenken mit der Hand erhalten wurden. Die 
bei dem Glycerinester gefundenen Werte wurden unter den gleichen 
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Tabelle Ill. 


Spaltung von m/10 Glycerinester, py 7,0. A: Spaltung mit Schiitteln, 
B: Spaltung ohne Schiitteln. 





A B 
Spaltung Spaltung 
mit Schiitteln ohne Schiitteln 


10 Std. 20 Std. 10 Std. 20 Std. 10 Std. 20 Std. 


Nummer 
der Ratten 
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1,67 2738 4,59 
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Tabelle IV. 


Spaltung von m/50 Hexoseester, pu 7,0. A: Spaltung mit Schiitteln, 
B: Spaltung ohne Schiitteln. 





A B 
’ Spaltung Spaltung A:B 
Messmer mit Schiitteln ohne Schiitteln 


der Ratten egies ae ~~ a ee 


5 Std. 10 Std. 5 Std. 10 Std. 5 Std. 10 Std. 


| 


I, I, 1 — 1,08 — 1,95 
IV, V, VI 0,39 0,59 0,56 1,11 
372, 375 0,90 1,17 1,19 1,67 


1,88 


360, 363 0,84 aa 1,33 na 
320, 344, 308 115 | 1,26 1,51 | 2,23 
304, 305, 827,346 0,85 a 1,44 - 


Cor ON > 


—_ st he ee 
100 St Go 


Bedingungen wie bisher erzielt, der Hexoseester war m/50. nicht m/10 
wie der Glycerinester, und die Abnahmen wurden nach 5 und nach 
10 Stunden vorgenommen. Bei beiden Estern ist eine sehr deutliche 
Schiittelinaktivierung vorhanden, die auch der GréBenordnung nach 
fiir beide Reihen sehr gut iibereinstimmt. Auf dieses Ergebnis ist ein 
gewisser Wert zu legen, weil es darauf hinweist, da wahrscheinlich 
beide Ester durch das gleiche Ferment gespalten werden. Es werden 
spiter noch andere Versuche angefiihrt werden, die auf die gleiche Tat- 
sache hinweisen. Die Bedeutung dieses Verhaltens soll dann erértert 
werden. 

Aus allen diesen Versuchen ergibt sich, daB der Glycerinphosphor- 
viureester in einer Konzentration von m/10 bei py 7,0 durch die Knorpel- 
phosphatasen normaler und rachitischer Ratten sowie solcher, deren 
tachitis durch Vigantolfiitterung in Heilung begriffen ist, mit gleicher 
Geschwindigkeit gespalten werden. Dabei ist unter den gewahlten Ver- 
suchsbedingungen die Proportionalitét zwischen Umsatz und Ferment- 

11* 





164 W. Fabisch: 


menge gewahrt. Eine Inaktivierung des Ferments durch Schiiti:\y 
war in allen darauf gerichteten Versuchen zu beobachten, und 2\ ar 
ist diese Schiittelinaktivierung fiir die verschiedenen Rattengrup)en 
von der gleichen GréBenordnung. 


Nachdem durch diese Versuche eine gewisse Grundlage geschaffen 
worden war, wurde die Spaltung des Hexose-di-phosphorsaureest ors 
durch Rattenknorpel untersucht. 


Bei der Spaltung gerade dieses Esters war von Demuth und J cige 
ein wesentlicher Unterschied in der Spaltgeschwindigkeit bei Verwendung 
von normalen und rachitischen Knorpeln gefunden worden. Die zu den 

Spaltungen benutzte Esterlésung war nicht 


ad m/l0, wie bei den Arbeiten mit den 
22l- FI Glycerinester, sondern m/50, d.h. nahezu 
20\- % ” “4 E 1°, wie es der Versuchsanordnung in den 
4 : vorhergenannten Arbeiten entsprach. Dies: 
ai : : Konzentration ist deshalb besser geeignet 
36}- . * 5 : als die von m/10, weil bei der héhere: 
n4l- hs ; Konzentration die Umsetzung des Ca-Salze- 





























S12 . 4 : N ‘ in das Na-Salz durch Natriumoxalat nicht 
0 : % AN immer mit der gleichen Sicherheit durch. 
as : iY 4 zufiihren ist. Dagegen gelingt die Umsetzuny 
‘ : % ; ¥ aus der m/50 Lésung immer mit der gleichen 
a6 RS : : Sicherheit. Die Spaltungszeit wurde hier 
a4 : F: gegeniiber der ersten Versuchsreihe auf die 
G2 3 Pe Halfte verkiirzt, weil die Spaltung bei de1 
0 : Konzentration von m/50 etwa mit der drei 

















f of al WV fachen Geschwindigkeit verlief gegeniile: 

[Jot wert EJe* Hert der Spaltung der m/10 Lésungen, wie an 

einigen orientierenden Versuchen mit dem 

Abb. 2. Glycerinester festgestellt wurde, und we 

Spaltung von m,50 Hexoseester, etwa der gleiche Umsatz zum Vergleich 

Px 7,0, sonst wie bei Abb.1.  herangezogen werden sollte wie in de: 

7 ersten Gruppe. Eine Verminderung der 

Knorpelmenge an Stelle der Verkiirzung der Spaltungszeit vorzunehmen. 

erschien nicht statthaft, weil auf diese Weise der unvermeidliche Wiige- 

fehler bei dem niemals vollkommen gleichartigen Knorpelbrei zu = gro) 
geworden wire. 

Zunichst sei an Hand der Tabelle V und der Abb. 2 ein Uber- 
blick iiber die Einzel- und Mittelwerte gegeben, die unter den genannten 
Bedingungen erhalten werden konnten. Im AnschluB daran wird noch 
iiber einige erginzende Versuche berichtet. Benutzt wurden von den 
mit normalem Futter ernihrten Tieren 36, von den mit der P-reichen 
McCollum-Kost gefiitterten Ratten 30, von den rachitischen Tieren 
und von den in Rachitisheilung begriffenen je 34. Auch hier ergiht 
sich nach der Abbildung ganz eindeutig, dapB die von den Knor}»!- 
phosphatasen gespaltenen Estermengen bei allen vier Tiergruppen di 
gleichen waren, sowohl nach 5 Stunden wie nach 10 Stunden. 


Tabelle V. 


Spaltung von m/50 Hexoseester, 
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Wie auBerordentlich wichtig gerade hier eine méglichst groBe Za} 
von untersuchten Tieren war, sei an einigen Zahlen der Tabelle \ 
dargelegt. Bei der Gruppe der rachitischen Ratten finden sich be; 
einem Durchschnittswert fiir die 5-Stunden-Spaltung von 1,29 mg P 
auch Zahlen, die fast um 100°, héher liegen (Ratte Nr. 309, 313, 314 
und Ratten Nr. 310 und 312). Eine fast ebenso groBe Differenz sic) 
man an den 10-Stunden-Werten der gleichen Versuche. Ahnlich groji; 
Unterschiede, aber als Abweichung nach unten vom Mittelwert, liegey 
bei der Gruppe der unter Vigantolwirkung stehenden Tiere bei dem 
Versuch mit den Ratten Nr. 411 und 415 vor, ferner bei der Gruppe de: 
mit P-reicher McCollum-Kost gefiitterten Tiere bei dem Versuch mit 
den Ratten Nr. 500, 501, 513, 521, und bei den normal ernahrten Tieren 
in den Versuchen mit den Ratten Nr. IV, V, VI, sowie Nr. 527, 528, 529 
Eine auBerordentlich starke Abweichung vom Mittelwert nach oben 
ist in der gleichen Fiitterungsgruppe bei den Ratten Nr. 541 bis 54s 
zu finden. Solche Abweichungen treten also hin und wieder einmal be’ 
ganz verschiedenen Rattenserien auf, die aus verschiedenen Wiirfen 
stammen und zu verschiedener Zeit in Arbeit genommen wurden. Sic 
belegen auBerordentlich instruktiv die Notwendigkeit, auf die schon 
oben hingewiesen wurde, mit groBem Tiermaterial derartige biologische 
Untersuchungen durchzufiihren, da bei geringeren Zahlen die Méglich- 
keit eines Irrtums sehr rasch wichst. 

Bei den Versuchen, die andersartigen Resultate der zu Beginn 
erwahnten Autoren zu erkléren, wurde vor allem an zwei Méglichkeiten 
gedacht, die zu einer Klarung dieser Frage fiihren konnten. Die erste 
Moglichkeit war, daB die py-Optima fiir rachitische und normale Ratten- 
knorpel nicht ganz gleich liegen kénnten, so daB bei der einen Knorpelart 
die optimale H-Ionenkonzentration bei der Spaltung benutzt wird 
wahrend man bei der anderen noch vom Optimum entfernt ist, und dali 
auf diese Weise zufillig eine Gleichheit der Spaltungen vorgetausclit 
wird, die in Wirklichkeit nicht vorhanden ist. Derartige, wenn auch 
geringfiigige Differenzen der py-Optima fiir normale und rachitiscli 
Knorpel sind in der Tat von Demuth aufgefunden worden. Es wurden 
daher mit dem m/50 Hexoseester unter sonst gleichen Bedingungen 
Parallelansitze bei py 7,0 und px7,8 benutzt, beide ohne Verwendung 
eines Puffers durch Zusatz von HCl bzw. NaOH eingestellt. Die Erge)- 
nisse sind in Tabelle VI wiedergegeben. 


Es ist ersichtlich, daB in den ersten 5 Stunden in allen Fallen bei 
dem letzteren px eine etwas stirkere Spaltung vorhanden ist, daB abe: 
in den zweiten 5 Stunden die Spaltgeschwindigkeit bereits wied«! 
nachlaBt, so daB, wenn man diese Verhaltnisse kurvenmaBig auftragen 
wiirde, man bei geradliniger Extrapolation nach etwa 15 Stunden fu! 
beide H-Ionenkonzentrationen die gleichen Umsatzgeschwindigkeit« 
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Tabelle VI. 


Spaltung von m/50 Hexoseester bei px 7,0 und 7,8. 











B 


A 
Spaltung Spaltung B:A 
Nummer der Ratten bei py 7,0, mgP bei py 7,8, mg P 











5 Std. 10 Std. 5Std. 10Std. | 5Std. 10 Std. 


536—540 117 2,85 | 142 | 209° 1,21 | 0,89 |) | 
541-548 210 280 266 328 140 1.20) § 
459, 461, 462, 463 089 219) 119 218 134 1,0 |) 
471, 472, 474 “vB eon Fs Spore Se mee Il 
487, 489, 490 092 174) 135 183 146 1,05 | 
513, 514, 516, 517 157 267 185 293 118 1,10 || 
506, 507, 519, 522 115 | 227) 204 277 #177 «122 ‘I 
500, 501, 513, 521 065 | 118 | 1,16 | 185 | 1,78 | 1.14 |} 
552, 554, 556, 558, 563,564 1,36 2,05 204 245 1,50 119 | 
467. 469, 470, 473, 476,481. 140 227 182 235 130 1.03 | ‘IV 
482, 484, 485, 488, 451 112 203 159 223 142 1,0 || 


erhielte. Die Erhéhung der Spaltgeschwindigkeit war in allen /Fallen 
nahezu gleich groB, sie war jedenfalls nicht bei den rachitischen Tieren 
am gréBten, sondern, wenn derartige kleine Unterschiede iiberhaupt 
beriicksichtigt werden sollen, vielmehr bei den sicher nichtrachitischen 
Ratten der Gruppe 2 (P-reiches McCollum-Futter). 


Also auch die Untersuchung der Esterhydrolyse bei varriiertem pu 
ergibt keine Erkldrung fiir die abweichenden Resultate. (Die Wahl der 
beiden px 7,0 und 7,8 wurde deshalb getroffen, weil die py-Optima der 
ungereinigten Phosphatasen des Knorpels unscharf zwischen 7,0 und 
7,9 liegen. Gereinigte Knorpelphosphatasen besitzen weit im Alkalischen, 
bei pu 9 liegende Optima, doch wurde absichtlich von der Verwendung 
gereinigter Extrakte abgesehen, um unter annahernd physiologischen 
H-Tonenkonzentrationen arbeiten zu kénnen.) 


Es wurde ferner daran gedacht, ob nicht bei anderen Konzentra- 
tionen der Ester, also bei weitergehender Variation des Ferment- 
Substratverhaltnisses, als es in den in Tabelle II mitgeteilten Ver- 
suchen tiber die Proportionalitét zwischen Umsatz und Fermentmenge 
der Fall war, eine Verschiebung der Resultate eintreten kénnte, derart, 
da dann die Spaltung der Ester durch rachitische Knorpel mit wesentlich 
groBerer Geschwindigkeit geschehen wiirde als durch normale. Es 
wurde mit anderen Worten daran gedacht, daB nicht nur das Optimum 
der H-Ionenkonzentration, sondern auch das Optimum der Substrat- 
konzentration von Wichtigkeit fiir das Resultat sein kénnte. Zu diesem 
Zwecke wurden Lésungen des Glycerin- und Hexoseesters von m 50 
bis m/10000 durch die gleiche Knorpelmenge gespalten. Diese Versuche 
unterschieden sich von den bisherigen dadurch, daB zur Aufrecht- 
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erhaltung des py m 50 Veronalpuffer (nach Michaelis) vom py 74) 
zugesetzt wurde. Vorversuche hatten ergeben, da durch das Ver 

die Spaltung des Glycerin- wie des Hexoseesters in den meisten Fi) \-y 
eine geringe Férderung erfahrt. Die Versuche wurden in Paralle|:- 
mit Glycerin- und Hexoseester angesetzt, um in einfacher Weise «jy 
Kriterium fiir die mégliche Anderung der Spaltgeschwindigkeiten 7, 
besitzen. Denn da bisher von den anderen Autoren am Glycerineste; 
niemals, wohl aber am Hexoseester eine verschiedene Spaltgeschwindig. 
keit durch normale und rachitische Knorpel gefunden worden ist. so 
kann man die Kurven des Glycerinesters als unveranderliches Bezugs. 
system benutzen und an der Lage der Kurve des Hexoseesters 
relativ zu der des Glycerinesters leicht 
bestimmen, ob bei einer nicht in den 
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Pe vorherigen Versuchen verwendeten Kon. 
1“ zentration tatsadchlich eine Anderung in 
14 dem Sinne eintritt, daB der Hexoseeste: 
a 12 bei Verwendung von rachitischen Knor- 
40 peln schneller hydrolysiert wird als durch 
08 normale. Abb. 3 gibt zwei solche Aktivi- 
36 tats-p,-Kurven fiir Glycerin- und Hexose- 
af | ester wieder, die mit Knorpeln von Ratten 
4 ee _ | gewonnen wurden, deren Rachitis durch 
' ’ @ fs ’  Vigantol sich in Heilung befand. Auf der 
Abb. 3. Ordinate ist das in Freiheit gesetzte Phos- 


phat in Milligramm aufgetragen, auf der 
Abszisse der negative Logarithmus der Substratkonzentration, von rechts 
her beginnend. Zur Konstruktion der Kurven wurden die 5-Stunden- 
Werte benutzt. Man sieht, daB bei einer Konzentration von m 50 dic 
Spaltungen beider Ester fast zusammenfallen, daB der gréBte Umsatz 
und auch die gréBte Differenz zwischen den Zahlen fiir Glycerin- und 
Hexoseester bei einer Molaritaét von !/59) erreicht ist und daB sich bei 
noch starkeren Verdiinnungen das Verhaltnis der Spaltgeschwindig- 
keiten umkehrt, und nun der Glycerinester mit groBerer Geschwin«ig- 
keit gespalten wird als der Hexoseester. Dieses Verhalten der Aktivitats- 
ps-Kurven findet sich aber bei allen vier Gruppen der Ratten wieder. 
Niemals liegt in dem Bereich von m /50 bis m/1000 die Spaltgeschwindig- 
keit des Hexoseesters oberhalb der des Glycerinesters, immer liegen 
die Maxima der beiden Kurven bei der gleichen Konzentration, auch 
die Uberschneidung der Kurven findet sich immer bei Konzentrationen 
der gleichen GréBenordnung. Es lat sich also auch bei Untersuchung 
der Spaltungen in einem weiten Konzentrationsbereich nicht nachweis:. 
dap sich die Knorpel rachitischer Tiere anders verhalten als die normal’ 
oder solcher, deren Rachitis in Heilung begriffen ist. 
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Hier sei noch einmal auf den SchluB iiber die wahrscheinliche 
Identitat zuriickgegriffen, der aus dem gleichartigen Verhalten bei der 
Schiittelinaktivierung fiir die Clycerin- und Hexoseester spaltenden 
Fermente gezogen wurde. Auch das gleichartige Verhalten der Aktivi- 
tits-pe-Kurven macht diese Identitaét wahrscheinlich. Nimmt man 
also fir den einen der beiden Ester, den Glycerinester, an, daB er bei 
Verwendung normaler und rachitischer Knorpel mit der gleichen Ge- 
schwindigkeit gespalten wurde, so muB man auf Grund der Identitit 
der Fermente dasselhe auch fiir die Spaltung des Hexoseesters annehmen, 
so daB die hier gewonnenen tatsachlichen Ergebnisse auch eine gewisse 
theoretische Stiitze erfahren. 


IV. Zusammenfassung. 

Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich, daB bei Verwendung 
eines groBen Tiermaterials der Phosphatasegehalt der Knorpel von 
normalen, rachitischen und vigantolbehandelten Ratten bei Priifung 
der Spaltung an glycerinphosphorsaurem und hexosediphosphorsaurem 
Natrium vollkommen der gleiche ist. Damit fallt auch die Grundlage 
fir die anfangs angefiihrte Hypothese, dab die Hypophosphatamie 
des Rachitikers mit einer Veranderung der Menge der Knorpelphospha- 
tasen einherginge und da in dieser Verainderung der Grund fiir die 
Hypophosphatamie zu suchen sei, ganz abgesehen davon, da die 
Annahme der untatig im Knorpel ruhenden und aufgespeicherten 
Phosphatasen des Rachitikers nicht sehr ansprechend ist. Es sei aber 
ausdriicklich betont, daB sich diese Untersuchungen nur auf die Knorpel 
phosphatasen und ihr Verhalten bei rachitischen und unter der Wirkung 
des bestrahlten Ergosterins stehenden Tieres beziehen. Wieweit die 
Phosphatasen anderer Organe, wie Darm, Leber, vielleicht auch Nieren, 
bei der Rachitis verandert sind, ist damit in keiner Weise entschieden. 
Es ist sogar wahrscheinlich, daB Organphosphatasen in vivo durch 
bestrahltes Ergosterin zu beeinflussen sind und damit vice versa auch 
bei dem Zustandekommen der rachitischen Hypophosphatamie eine 
tolle spielen. Es sei in diesem Zusammenhang an die Versuche von 
Solé! erinnert, der bei Kaninchen, die 5 Tage mit Traubenzuckerlésung 
vollkommen P-frei ernahrt worden waren, durch Injektion von Emul- 
sionen von bestrahltem Ergosterin einwandfrei eine Erhéhung des 
anorganischen P im Blutserum erzielen konnte. Versuche, wieweit die 
Spaltung von Phosphorséureestern in der Leber durch bestrahltes 
Ergosterin zu beeinflussen ist, sollen daher in Angriff genommen werden. 


1 A, Solé, diese Zeitschr. 242, 349, 1931. 


Uber das Verhalten der Stickstoffausscheidung und des Leber. 
glykogens nach Xylosezufuhr beim hungernden Hunde. 


Von 


Heinz Magendantz. 
(Aus der Medizinischen -und Nervenklinik der Universitat Wiirzburg. 


(Eingegangen am 9, August 1932.) 


Die Frage, ob die Pentosen vom gesunden und kranken Organismus 
verwertet werden kénnen, ist deshalb von Interesse, weil sie, bzw. ihre 
Polymerisationsprodukte, die Pentosane, Bestandteile unserer ge- 
wohnlichen gemischten Kost und zum Aufbau der Kernsubstanzen 
notwendig sind. Weiterhin ist ihre nahe chemische Verwandtschaft 
mit den Hexosen von Bedeutung. Dazu kommt die seltene Stoffwechsel. 
anomalie der idiopathischen Pentosurie beim Menschen. So wurde das 
Interesse zahlreicher Untersucher auf den Pentosenstoffwechsel gelenkt 
Erstaunlich ist jedoch, daB die in der Literatur niedergelegten Beob- 
achtungen voll der gréBten Widerspriiche sind und infolgedessen bis 
auf den heutigen Tag in den meisten Fragen des Verhaltens der Pentosen 
im Organismus Unklarheit herrscht. Dies gilt insbesondere auch fiir dic 
Wirkung der Pentosen auf den EiweiBstoffwechsel und die Glykogen- 
bildung. 

Die Einwirkung der Pentosen auf den EiweiBumsatz, mit andere: 
Worten, eine etwaige Einsparung der Eiwei8zersetzung durch Verbrennung 
der Pentose, ist bisher ungeniigend studiert. Salkowski (1) konnte keinen 
sicheren Einflu8 feststellen. Cremer (2) halt die Frage fiir nicht geklirt 
er glaubt, daB unter Umstéinden Rhamnose einsparend wirken kénn 
Lindemann und May (4) stellten beim Diabetiker ein Herabgehen de: 
Stickstoffausscheidung nach Rhamnosezufuhr fest. Nitzescu und Benetato (3 
bestimmten in einzelnen Versuchen die Stickstoffausscheidung bei Kanin 
chen, die mit Rharnanose gefiittert wurden, und fanden sie verminder* 
v. Jaksch (5) dagegen fand in seinen Untersuchungen bei Diabetikern 
daB Xylose (andere Pentosen weniger) eine wesentliche Steigerung de: 
Stickstoffausfuhr bewirkte. Auch bei Brasch (7) ergab sich in seinen Ve' 
suchen an Kaninchen und Hunden eine Vermehrung der Stickstoffausful 
nach Tagen mit Pentosendarreichung, und zwar ohne Polyurie, wie er au- 
driicklich hervorhebt. Greenwald (6) machte Versuche, die von einer andere: 
Fragestellung ausgingen, und fand an Hunden, die mit einer bestimmten g 
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mischten Nahrung gefiittert wurden, an den Tagen, an denen d-Xylose 
bzw. 1-Nyloketose injiziert wurde, eine Vermehrung des Harnstickstoffs. 
Der EinfluB8 der Diuresesteigerung der Xylosegaben scheint jedoch nicht 
perlicksichtigt worden zu sein. 

Wie man sieht, stehen sich die bisherigen Untersuchungsergebnisse 
schroff gegentiber. Wir stellten uns daher die Aufgabe, in einer méglichst 
einfachen, aber exakten Weise die Fragen erneut anzugehen. 


Als Versuchstiere wahlten wir hungernde Hunde, deren Harn in Stoff- 
wechselkafigen quantitativ gesammelt und jeden Morgen durch den Katheter 
abgegrenzt wurde. Da einigen Untersuchern der EinfluB8 der wechselnden 
Diurese auf die Stickstoffausscheidung entgangen zu sein schien, schufen 
wir vergleichbare Versuchsbedingungen, indem wir den Tieren taglich mit 
einer Schlundsonde eine abgemessene Menge Wasser zufiihrten, in welcher 
dann an den Belastungstagen die Pentose gelést wurde. Wir gaben Xylose, 
ind zwar, wie in den folgenden Tabellen genauer angegeben ist, nach einer 
Hungerperiode von 10 Tagen, die zur Feststellung des Hungereiweifumsatzes 
diente, in Mengen von 20 bis 25 g an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen. 
Dann folgte, wenn die Tiere noch kriftig waren, eine erneute Hunger- 
periode und danach eine nochmalige Xylosefiitterung. Der Stickstoff 
wurde nach Kjeldahl, die ausgeschiedene Xylose polarimetrisch bestimmt. 
Nennenswerte Durchfalle der Tiere wurden nicht beobachtet. 


Die Resultate unserer drei tiber 15, 18 und 24 Hungertage durch- 
gefiihrten Untersuchungen bringen die folgenden Tabellen. 


Tabelle I. 





sine Ge- y Harn- Xylose N i 
Datum —~ oj wicht Pe poco im om ion Bemerkungen 
kg ? ecm £ £ 

8. XI. 4. 4.5 Wasser 70 — 1,78 

o. SE 2. ‘. 75 — 2,25 

10. XI. 3. a 60 1,65 

11. XI. 4. m 75 -- 2,12 

12. XI. 5. a 80 _ 2.32 

13. XI. 6. 3,5 . 50 _ 2,83 

14. XI. ee 200 cem Wasser 125 -— 2,40 

15. XI. 8. 200 , ‘ 195 _ 2,42 

16. XT. 9. 200 , n 190 - 2,09 N im Durchschnitt 
17.X1. | 10. 200 , ‘ 210 — | 2,48 an 3 Hungertagen 
18. XI. 11. 200 , . 140 ~~ 3,19 2,57 & 
19.XE.j} 12. 20g Xylose in 220 1041 216 

200 cem Wasser N im Durehsehnitt 

20.XI. 13. Dasselbe 230 «984 2.51 \* — 
21. XI. || 14. ‘ 235 10,90 2,31 ; 
22. XI. 15. 200cem Wasser 145 0,46 3,12 

23. XI. 16. 20g Xylose in 260 946 2,85 | 

290 cem Wasser or 

24.XI. |) 17. Dasselbe 240 9,72 2,81 fan ranneel 
95.X1. 18. ; 310-908 | Sor) “teleerune 


26. XI. getitet 
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Bei dem ersten Hund ergab sich, nachdem die Stickstoffas 
scheidung eine befriedigende GleichmaBigkeit erreicht hatte, ein Dur | 
schnittswert von 2,57 g N pro Tag. An drei darauffolgenden Xylox 
tagen betrug die Ausscheidung im Mittel 2,33 g N, war also deutlic/, 
vermindert. An dem anschlieBenden Hungertage schnellte, trotz \« 
minderter Harnmenge, die Stickstoffausscheidung mit 3,12 g wieder 
in die Héhe. Da diese Nachperiode jedoch nur aus einem Tag bestand 


wird man dieser Zahl keine entscheidende Bedeutung beimessen kénnen 
Als nun an den drei folgenden Tagen nochmals Xylose gegeben wur«{ 
war die Ausscheidung sehr schwankend, und es ist unverkennbar, da{ 
hier die bekannte primortale Stickstoffzerfallsteigerung im Spiele ist 
denn am letzten Tage war der Wert mit 5,01 g Stickstoffausscheidung 
fast doppelt so hoch wie der Durchschnittswert der ersten Hunger. 
periode. Es handelte sich in diesem Falle um ein kleines schwachliches 
Tier, das den langen Hunger schlecht vertrug und am letzten Tage des 
Versuchs nicht mehr fahig war, zu stehen. 

Wenn also das Ergebnis des ersten Versuchs eine EiweiBeinsparung 
durch die verfiitterte Xylose schon sehr wahrscheinlich machte, das 
Resultat jedoch durch das starke Hervortreten der primortalen Stick- 
stoffsteigerung etwas verwischt wurde, so ergab unseres Erachtens der 
zweite Versuch an einem gréBeren Tier einen eindeutigen Beweis, dal 
im Hunger die Xylose einsparend auf den Eiweifzerfall wirkt. 


Tabelle Il. 





patem [BIB | Oe | aa ZM a) | Sets (ATMS) Hatt | nomesage 
kg cem g g 
12. XII. . 6,6 300 cem Wasser 330 — 8,05 
13.XIL. 2. 00, , | 25 | — | 208 
14. XII. 5. 300, a 210 — 2,35 
15. XI. 4. 300 , m 210 -— 1,98 
16. XII. 5. 300, - 170 _ 1,02 
17.XI. 6. s00 - - | 90 | — | 801 
18. XII. 7; 300. ‘i 170 —_— 2,16 
19.XI. 8. 800» | 180 | = | 195 |) im parenscnnt 
20X19. 250 > > | 175 | — | 296 | | XimDarchacins 
21. XII. 10. 250 , - 160 — 2,05 | = 2,05 g. 
22.XTl. 11. a ine 150 | — | 1,98 
28. XII.|| 12. 25g Xylose in 185 11,7 1,20 
250 cem Wasser | N im Durehschnitt 
24.XII. 13. Dasselbe 260 15,0 2,26 an 4 Xylosetage! 
25.X11. 14. : 120 7,16 0,95 | = 1,68 g. 
26. XII. 15. ‘ 245 11,80 2,30 


27. XII. getétet 3,95 


An vier Xylosetagen wurden im Mittel nur 1,68 g N gegen 2,05 g \ 
an vier Hungertagen ausgeschieden. 
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Tabelle IIl. 








te Ge- , Harn- | Xylose N i 
Datum -- y wich (Gchinudsonde) hema Rony ma ese Bemerkungen 
ig ecm rg g 

91. II. 1. 12,6 | 300cem Wasser | 210 — 1,45 
92. II. 3. | 300, i 2,44 
93, II. 3. | 300 , e 170 — | 1,65 
4, II. 4. | 300, a 275 — 2,68 
5. IT. 5. | 300 , » | 260 — | 2,42 
6. LI. 6. | 300, » | 265 — 2,80 
97. II. 8 | 300 . a | 210 — 2.12 N im Durehsehnitt 
8. | 8. 1800 , » | 20 | — | 296 | ¢% SBongeiagen 
19 TI. 9. : 2a 300 | — | 2,65 ae 
1.00. 10. | 300, ‘a 305 — 2,69 
2.00. 11. | 25g Xylose in | 375 | 10,4 2,12 

300 cem Wasser 
3.100. | 12. Dasselbe 420 15,7 2,42 tea Detail 
$1. 13. : 875 | 17,6 | 2,56 | San 6 Xylosetagen 
5. TIT. 14. 200 11,0 1,09 = 2,07 g. 
6.11.) 15. iM 235 104 2,31 
7. III. 16. Rt 200 11,7 1,89 
8. III. 7 98  300ccm Wasser; 115 Spuren 2,44 | = ane 
9.11. 18. ie 120 | — | 246 |\( Sie hercmeares 
10.1. 19. ms. «+ 145 | — | 2,66 [ = 243g. 
11. 110. || 20. 300, Vi 225 — 2,24 
12.111. |) 21. 25¢ Xylose in | 360 | 11,6 2,15 

300 cem Wasser | | N im Durchschnitt 
13. IIT. || 22. Dasselbe | 325 | 14,3 | 2,14 an 4 Xylosetagen 
i413. : 365 127 1.99 | = 2,09 g. 
15.111. || 24. ss 310 10,8 2,07 


16. III. | getétet 8.8 


Noch deutlicher geht dies aus dem dritten, am langsten durch- 
gefiihrten Versuch hervor, bei dem einer durchschnittlichen Hunger- 
Stickstoffausscheidung von 2,47 g zu Beginn des Versuchs eine Stick- 
stoffausscheidung von 2,07g an sechs Xylosetagen gegeniibersteht, 
und in einer sofort angeschlossenen nochmaligen viertagigen Hunger- 
baw. Xyloseperiode ganz ahnliche Werte fiir die Stickstoffausscheidung 
von 2,43 bzw. 2,09 g gefunden wurden. 


Aus den Zahlen der Tabellen ist nun iiberdies klar ersichtlich, daB 
die beschriebene Harnstickstoffverminderung sogar trotz der jedesmal 
an den Xylosetagen aufgetretenen erheblichen Diuresesteigerung be- 
stand, also méglicherweise ohne den diuretischen Effekt der Xylose 
noch starker in Erscheinung getreten wire. Wieder ausgeschieden 
wurden im Harn im Durchschnitt 45 bis 50° der zugefiihrten Xylose. 


Uber eine zweite Frage des Pentosenstoffwechsels, nimlich, ob die 
Glykogenbildung durch verfiitterte Pentose positiv beeinfluBt wird 
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bzw. ob eine direkte Umwandlung in Glykogen stattfindet, herrs:} 
in der Literatur ebenfalls Uneinigkeit. 


Cremer (8) folgerte aus seinen Versuchen an Kaninchen und Hiihnern, 
daf Pentose ,,unzweifelhaft die Glykogenbildung positiv beeinflusse” 
Salkowski (1) fand bei Kaninchen nach Arabinoseverfiitterung Glykogen 
ansatz. In einer neueren Arbeit teilen Nitzescw und Benetato (4) mit, da 
sich ihnen in Kaninchenversuchen nach intravenésen und _ peroralen 
Pentosegaben die Rhamnose als Glykogenbildner erwies. Die Ausschliy: 
sind jedoch bei den nur 4 bis 5 Tage hungernden. allerdings mit Strychni: 
vorbehandelten Tieren, nicht véllig iiberzeugend. Thomas, Gradinescu \i1\ 
Imas (9) exstirpierten hungernden Fréschen einen Leberlappen und fanden 
nach darauffolgender Glykogenverfiitterung im spéiter analysierten anderen 
Leberlappen einen prozentual héheren Glykogengehalt.  Friiher hatte 
jedoch Neuberg und Wohlgemuth (10) gezeigt, daB nach Verfiitterung vor 
Arabinose keine Vermehrung des Leberglykogens erfolgt. Ebenso glaulite 
Frentzel (11) bewiesen zu haben, daB Xylose nicht imstande sei, bein 
Kaninchen das bekannte Glykogen oder ein mit den fiir das bekannt 
Glykogen charakteristischen Reagenzien nachweisbares, bisher unbekannte- 
Glykogen zu bilden. Pfliiger (12) kritisierte in seiner Monographie iiber das 
Glykogen die bis 1905 veréffentlichten Versuche iiber die Glykogenbilduny 
aus Pentose und war der Meinung, da8 der Beweis fiir diesen Vorgang nicht e1 
bracht sei; diesem Urteil schlieBen sich neuerdings Jsaak und Siegel (13) an. 

Die Beurteilung der Bildung von Leberglykogen aus einem zu- 
gefiihrten Kohlenhydrat ist deshalb so erschwert, weil der Glykogen- 
gehalt verschiedener Teile der Leber verschieden sein kann, also eine 
vor und nach der Verfiitterung an exstirpierten Leberstiicken vor- 
genommene Analyse nicht voll beweiskraftig ist. Andererseits kénnen 
in der Leber hungernder Tiere noch nach vielen Tagen betrachtliche 
Mengen Glykogen gefunden werden, so da8 nur bis zur Erschépfung 

g yxogen g 
durchgefiihrte Hungerversuche fiir den dann noch aufgefundenen 
Glykogengehalt etwas im Sinne der Glykogenbildung aus dem am End 
der Hungerperiode zugefiihrten Stoffe beweisen wiirden. Wir versuchten 
in Verbindung mit den oben mitgeteilten Untersuchungen iiber dic 
Stickstoffausscheidung eine Klarung dieser Frage herbeizufiihren, indem 
wir bei sehr lange Zeit hungernden Hunden, unmittelbar nachdem 
mehrere Tage Xylosegaben von 20 bis 25 g pro Tag verfiittert worden 
waren, das Leberglykogen bestimmten. Das Glykogen wurde in der 
sofort nach der Tétung entnommenen Leber mit der Pvliigerschen 
Methode bestimmt. Die Resultate folgen. 

Das erste Tier, dem innerhalb von 19 Hungertagen an den 7 Tagen vor 
der Tétung 140 g Xylose verfiittert worden waren, hatte ein makroskopisch 
fettfreies Mesenterium. Die Leber wog 85g und enthielt 0,18 g Glykogen. 
eine Menge, die gewi8 nicht im Sinne einer positiven Glykogenbildung 
verwertet werden kann. 


Das zweite Tier hatte vom 12. bis 16. Hungertag 125 g Xylose erhalten 
die Fettverminderung war ebenfalls sehr hochgradig. Die Leber wog 132 4 
und enthielt nur Spuren von Glykogen. 
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Im dritten Versuch waren vom 21. bis 25. Hungertag ebenfalls 125 g 
Xylose gegeben worden. Das Tier war extrem abgemagert. Die 227 g 
schwere Leber enthielt 0,4 g Glykogen, d.h. unter 0,2°.,, lieferte also eben- 
falls keinen Beweis fiir die fragliche Glykogenbildung aus Xylose. 

Die mitgeteilten Versuche sprechen somit fiir die Anschauung, 
daB verfiitterte Xylose nicht imstande ist, in Glykogen umgewandelt 
zu werden, wenngleich sie auch als ,,negative Resultate‘‘ nicht die 
Beweiskraft haben, die ein einziger, allen Einwanden standhaltender 
positiver Versuchsausfall haben wiirde. Unserer Versuchsanordnung 
haftet der der Lage nach unvermeidliche Mangel an, daB8 man einwenden 
kann, der sehr lange dauernde Hungerzustand verhindere die im Kérper 
verwertete Xylose (Verminderung der Stickstoffausfuhr!) an der 
Glykogenumwandlung, da jeder von auBen zugefiihrte Nahrungsstoff 
sofort schnellstens und restlos umgesetzt werde, um das lebenswichtige 
EiweiB zu schonen. Um diesem Einwand in etwas zu begegnen, téteten 
wir die Tiere stets kurze Zeit, nimlich 2 bis 3 Stunden nach der letzten 
Xylosezufuhr, die mit ihren immerhin 20 bis 25g (also 10 bis 12,5 g 
im Kérper verbleibender Substanz) einen erkennbaren Glykogenansatz 
hatte erzielen kénnen, wenn diese Fahigkeit der Xvlose eignete.' 


Zusammenfassung. 


Bei 2 bis 3 Wochen lang hungernden Hunden bewirkte Xylose- 
verfiitterung in drei Versuchen trotz vermehrter Diurese ein deutliches 
\bsinken der Stickstoffausscheidung, also eine Einsparung der Eiweib- 
zersetzung. 

Relativ groBe perorale Xylosegaben lieBen bei hungernden Hunden 
n keinem Falle positive Leberglykogenbildung erkennen. 
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Uber Zellwachstum 
in Gewebekulturen unter dem Einflu6 von Seifen ngen 
und verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 


Von 


Julius Manger und Andreas Hock. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 9. August 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Von verschiedenen Seiten! wurde bereits darauf hingewiesen 
da eine Erniedrigung der Oberflaichenspannung in der Umgebune 
oder im Innern lebender Zellen eine Wachstums- und Teilungsbeschlew 
gung hervorzurufen vermag. 

Hierfiir geben Traube und seine Mitarbeiter? folgende Erklarun 
Da die Permeabilitaét einer L6sung durch Membranen, wie es die Zellwiin 
sind, ihrer Oberflichenaktivitaét parallel geht, und kolloide Membranen 
durch Adsorption polarer (d.h. oberflichenaktiver) Stoffe permeable: 


werden, so miissen solche Stoffe im tierischen und pflanzlichen Zellgewebe — 


eine beschleunigte Bewegung der Zellsifte zur Folge haben. Dies kénnte 
infolge von Reizwirkungen zu einer Wachstumsbeschleunigung fiihren. 
Von hohem Interesse sind weiter die Feststellungen Wéillstdtters und seiner 
Mitarbeiter®, da®B durch oberflichenaktive Stoffe Enzymprozesse stark 
beeinfluBt werden. Sie konnten dies an der teils fordernden, teils hemmende: 
Wirkung von Seifen auf die Fettspaltung der Lipasen zeigen. 

Weit verbreitet in den tierischen Geweben sind die Salze hoc! 
molekularer Fettsauren, die ,,Seifen‘‘ schlechthin. Sie entstehen hi 
wohl iiberwiegend durch fermentative Spaltung von Fetten nebe. 
Glycerin. Die gebildete Fettsiure geht unter den physiologische 
Bedingungen in Salze, wohl haufig in Alkalisalze, iiber. 

Seifen und seifenahnliche Stoffe spielen in der Biologie zweifel! 
eine auBerordentlich wichtige, heute noch nicht geniigend bekann 
und gewiirdigte Rolle (Flury*). Wir sahen in den Seifen besonder 

' Kinschligige Literatur bei J. Trawbe, Zeitschr. f. Krebsforsch. 2 
356, 1929. 

2 I. Traube, diese Zeitschr. 153, 358, 1924; J. Traube u. Dannen! 
ebenda 198, 207, 1928; I. Traube u. Siar Hong Whang, ebenda 203, 3 
1928; Zeitschr. f. physik. Chem. 138, 102, 1928. 

3 Willstatter, Waldschmidt-Leitz u. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
125, 93, 1923. 

4 F. Flury, Uber die biologische Bedeutung seifenartiger Stoffe. Gast- 
vortrag am Medizinisch-biologischen Abend der medizinischen Fakultat 
Frankfurt a. M., Sitzung am 12. Januar 1931. 
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gecigme , dologische Substanzen von oberflichenerniedrigender 
\Wirkun, Untersuchungen tiber die Beeinflussung des Gewebe- 
wachstu i vitro. Als Seife wahlten wir Natriumoleat. 

Koll. “emisch stellt eine Seifenlésung ein héchst kompliziertes 


system dar. Es wiirde hier zu weit fiihren, naher auf die schon von vielen 
Seiten (an erster Stelle waren hier die Arbeiten Me Bains und seiner Schule 
mui nennen) untersuchte Konstitution der wasserigen Seifenl6sungen ein- 
mgehen. Es sei nur kurz folgendes zusammengefaiit: Als Haupttrager der 
berflachenaktiven Wirkung ist die kolloidale lonenmicelle, das undissoziierte 
kolloidale Seifenmolekiil und die durch Hydrolyse gebildete freie Fettsiéure 
mzusehen®. Daneben finden sich in echter Lésung noch Fettsdureionen, 
\|kaliionen und Hydroxylionen. Bei gréBerer Konzentration der Seifen- 
sung wird die Menge der kolloiden Bestandteile zunehmen, und weiterhin 
wird in solechen Lésungen ein Gleichgewicht bestehen, welches von der 
jeweiligen Wasserstoffionenkonzentration beherrscht wird. Wahrend die 
Hydrolyse der Seifen mit wachsender OH-lIonenkonzentration offenbar 
uriickgedrangt wird, muB bei wachsender Wasserstoffionenkonzentration 
is Hydrolysengleichgewicht zugunsten der freien Fettséiure verschoben 
werden. Demgema® wird auch die TeilchengréBe eine Funktion der je- 
weiligen Wasserstoffionenkonzentration der Seifenlésung sein. 

Bei der von uns gewiéhlten Konzentration, die wir méglichst niéedrig 
0.00007 n) ansetzten, um uns dem physiologischen Zustande der Zelle 
weitgehend anzupassen, treten die kolloiden Bestandteile wohl ziemlich 
zuriick, wie die Oberflichenspannungsmessungen von Per Ekwall! zeigen. 
Wahrscheinlich spielen aber kolloide Zustainde eine Rolle, da durch Adsorp- 
tion an den Zellmembranen die Seife angereichert wird und so gréBere 
Konzentrationen entstehen. 

Da besonders bei malignen Tumoren haufig die Beobachtung gemacht 
wurde, da8 das sonst tibliche physiologische pr nach der alkalischen Seite 
leutlich verschoben werden kann, wurde von J. T'raube (1. c.) vermutet, 
aB auch eine Anderung der Wasserstoffionenkonzentration einen malb}- 
ebenden Faktor auf das Zellwachstum darstelle. Er wies darauf hin, dai 
urch die Peptisation negativ geladener Zellkolloide durch OH-Ionen das 
Wachstum angeregt werden kénne. Auch fiir die H-lonen kommt eine 
ihnliche peptisierende Wirkung auf positiv geladene Kolloide in Betracht. 

Es war fiir uns von Interesse, neben der Wirkung der oberflaichen- 
stiven Seife auch die Wirkung veranderter py-Werte auf das 
ellwachstum zu untersuchen. Weiterhin muBS aus den oben dar- 
gelegten Griinden eine Verschiedenheit der Wasserstoffionenkonzen- 
‘ration auf die Konstitution der Seifenlésungen tiefgreifende Einfliisse 
iben, weshalb wir auch die Wirkung der Seifenlésungen bei ver- 
‘hiedenem py untersuchten. Hierbei kann man annaiherungsweise 
ie saure Konzentration als das Gebiet der freien Olsiure und die al- 
kalische Seite der py-Reihe als das der eigentlichen Seife (Na , Oleat’, 
kolloidales Natriumoleat, Ionenmicelle bezeichnen). 


1 Per Ekwall, Act. Acad. Aboensis Math. et Phys. 6, 3—209, 1927. 
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Methodik, 


Die Explantationen wurden nach der allgemein bekannten Carrel s-\ 
Methode ausgefiihrt. Dabei fand arteigenes Plasma als Nahrboden \ 
wendung. Zusatz von Niahrextrakt erwies sich als ungeeignet, da < 
wachstumsférdernde Wirkung des Extraktes die Unterschiede zwisc}) 
den mit Seife und den ohne Seife behandelten Kulturen manchmal unsc! 
erkennen lie}. Als Organe fanden Herzen sieben- bis achttiégiger Hiiln 
embryonen Verwendung. 


Die Seifenlésungen bzw. die entsprechenden Pufferlésungen wuri 
mit dem noch nicht gelatinierten Plasma im Verhaltnis 1 : 2 gemischt. Di. 
Anwendung der zu untersuchenden Substanzen zogen wir der sonst av 
iiblichen Kapillarmethode vor, weil durch die gewahlte Art der Zufiihrun 
die wirksame Konzentration schon bei Beginn der Versuche genau bekann: 
ist, wahrend die Mischungsverhiltnisse bei der Kapillarmethode von « 
Durchlassigkeit des Plasmagels fiir die Molekiile, Ionen oder Micelle: 
abhangen. Diese Permeabilitét ist aber nicht fiir alle Falle eindeutig | 
stimmbar, sondern hangt von der Anwesenheit neutraler Salze, dem 
und anderen Faktoren ab!. 


‘ 


Die Wachstumsbewertung erfolgte an drei aufeinanderfolgenden Taye: 
nach einem einheitlichen System. Wegen Auftretens degenerativer |) 
scheinungen vom vierten Tage an (Fetttrépfehen mit Kugelzellen un 
Autolyse des Priparats) wurden die Kulturen nicht linger beobachte: 
Das durchschnittliche Wachstum wurde mit GréBe 3 bewertet. Die GréBen : 
und 1 bedeuten maBiges bzw. schlechtes Wachstum, GréBen 4, 5 und | 
dagegen gute, sehr gute und hervorragende Proliferation. Um einen Ve: 
gleich zu erméglichen, wurden die arithmetischen Mittel berechnet. Dies 
Mittelwerte wurden in den Wachstumskurven auf der Ordinate aufgetrave: 
Diese MeBmethode erscheint in dem vorliegenden Falle geniigend gena 
da sich etwa entstehende Beurteilungsfehler bei den zahlreichen Kultur 
der einzelnen Versuchsreihen (durchschnittlich 50 Kulturen mit un 
50 Kulturen ohne Seifenzusatz) ausgleichen. 


Die gewiinschten Wasserstoffionenkonzentrationen wurden mitte! 
m/30 Phosphatpuffergemischen? hergestellt. Diese wurden dann noch nac! 
der -.Indikatorenmethode ohne Puffer‘. von Michaelis und Gyemant*® 
messen. 


Kristallisiertes Serumpseudoglobulin wurde in einer Konzentratio: 
von 0,002°, allen Kulturen als Schutzkolloid zugesetzt. 


Zur Herstellung der Natriumoleatlésung verwendeten wir Natriw 
oleinicum purissimum der Firma Dr. Schuchardt-Gérlitz. In einer fris 
bereiteten wiasserigen Lésung von 0,01°,, Seife wurde 0,01°,, kristal! 
siertes Serumpseudoglobulin gelést. 2ccem dieser Lésung wurden mitte! 
des entsprechenden Phosphatpuffergemisches auf 100cem verdiinnt, - 
daB eine fiir beide Stoffe 0,002 ° ig. Lésung entstand. 


1 J. Traube u. Dannenberg, |.c.; T. Tomita, diese Zeitschr. 153, 33) 
1924; S. Yumikura, ebenda 157, 371 u. 377 u. 359, 1925. 

2 Verwendet wurden ,,Kalium biphosphoricum nach Sérensen‘* un 
..Natrium phosphoricum nach Sérensen** von der Firma Schering-Ku/ 
baum A.-G., Berlin. 

3 Michaelis u. Gyemant, diese Zeitschr. 109, 165, 1920. 
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Zellwachstum in Gewebekulturen. 179 


Versuchsreihe 1. 

Das m/30 Phosphatpuffergemisch und die gepufferte Seifenlésung 
hatten ein pu 5,7. Die Wachstumswerte dieser Versuchsreihe sind aus 
der Tabelle | ersichtlich. 

Tabelle I. 





1. Tag 2. Tag 3. Tag 
Kultur ohne Seife . . . 2,25 3,25 3.8 
mit a Sage 8.2 4,25 i 


Versuchsreihe 2. 


Das m/30 Phosphatpuffergemisch und die gepufferte Seifenlésung 





hatten ein pu = 7,21. Die Wachstumswerte sind aus der Tabelle II er- 
sichtlich. Tubelle 1. 
1. Tag 2. Tag 3. Tag 
Kultur ohne Seife . . . 2.6 3 3.4 
mit 2 ee 2.8 4,2 4.5 


Versuchsreihe 3. 
Das m/30 Phosphatpuffergemisch und die gepufferte Seifenlésung 
hatten ein pu 7,58. Die Wachstumswerte sind aus Tabelle [II ersichtlich. 


Tabelle Ill. 





1. Tag 2. Tag 3. Tag 
Kultur ohne Seife .. . 3.25 3.8 4.5 
‘ mit i bw 3.6 48 4,75 


Versuchsreihe 4, 


Das m/30 Phosphatpuffergemisch und die gepufferte Seifenlésung 
hatten ein pu = 7,94. Die Wachstumswerte sind aus der Tabelle IV er- 





sichtlich. Tabelle IV. 
1. Tag 2. Tag 3. Tag 
Kultur ohne Seife . . . 3.3 Nicht beobachtet 5,6 
. mit a es 3,2 a i. 5,0 


Die Tabelle V zeigt die Tropfenzahlen der verwendeten Lésungen bei 
einer Oberflachenspannungsbestimmung mit einem T'raubeschen Stalagmo- 
meter. Wasserwert des Stalagmometers: 38,4 bei 19° Temperatur. 

Tahelle ¥V. 


(Temperatur 19 bis 20°C.) 





PR7 pu 7.21 Pr 7,58 Pu 7,94 
0,00007 n gepufferte Seifen- 
lisung + 0,092 °,, Serum- 
pseudoglobulin . . ... 39,3 39,6 38,6 39,0 
Putterlsg. +- 0,002 °% Serum- 
pseudoglobulin . . . . . 38,6 38,0 38,6 37,8 
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Ergebnisse. 


Zusatz von Seite bewirkte bei den Wasserstoffionenkonzentrat 
5,7, 7,21 und 7,58 eine deutliche Beschleunigung des Wachstums. 


Bei pu 7.94 wurde das Wachstum durch Seife gehemmt. Der Eint |); 
des po auf das Wachstum der Kulturen ist von gréBter Bedeutung. [; 


ist besonders bei den nicht mit Seife behandelten Kulturen festzust: 
Im alkalischen Gebiet zeigte sich fiir alle Kulturen starke Wachst) 
vermehrung. Aber auch im sauren Gebiet (py 5,7) war vom zweiten ‘J iy 
an ein, wenn auch schwiicheres, Wachstumsoptimum erkennbar. 
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Abb. 1. 
Wachstumskurven von embryonalen Hiihnerherzen an drei aufeinanderfolgenden Tage: 
© bedeutet den Durchsehnittswert von ungefihr 50 Kulturpraiparaten. Die Abszisse zeigt 
Pu-Werte, die Ordinate die Wachstumswerte. Die ausgezogenen Linien verbinden die 1 
Natriumoleat behandelten, die gestrichelten Linien die ohne Seife behandelten Kulturen 


Diese gefundenen Tatsachen stimmen gut mit den eingangs ge. 


schilderten Ansichten J. T'raubes iiberein: Die Oberflichenspannung: 
erniedrigung durch Seife wirkt deutlich wachstumsférdernd. — Di 
Wachstumsoptima im alkalischen und sauren Gebiet kénnen mit de 
peptisierenden Wirkung der OH- und H-Ionen erklart werden. 


Zusammenfassung, 


Es wird der EinfluB8 von reinstem Natriumoleat auf das Wachstum 


von Kulturen embryonaler Herzzellen des Huhnes gepriift. Es zeigt 
sich, daB bei Zusatz von Natriumoleat das Zellwachstum bei den Wasser- 
stoffionenkonzentrationen 5,7, 7,21 und 7,58 erheblich beschleunigt wird 
Bei px 7,94 wirkt Natriumoleat wachstumshemmend. Das stirkst: 
Wachstum ist bei simtlichen Kulturen am dritten Tage im alkalische: 
Gebiet (px 7,94) festzustellen. Im sauren Gebiet (px 5,7) zeigt sich 
wenn auch in geringerem Grade, ebenfalls eine Steigerung des Waclis 
tums, besonders am zweiten und dritten Tage. Im Gegensatz dazu ist 
das Wachstum im neutralen Gebiet am geringsten. 
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Uber photobiologische Sensibilisation im Ultraviolett. 


Von 


F. M. Kuen und P. Rosenfeld. 


Aus dem Laboratorium fiir Lichtbiologie und Lichtpathologie am physio- 
logischen Institut der Universitat Wien.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Ella Sachs Plotz Foundation in Boston. 


(Eingegangen am 9. August 1932.) 


Seit der Entdeckung der photodynamischen Erscheinung ist’ beim 
Studium der hierbei wirksamen Spektralbezirke hauptsachlich auf die 
photobiologische Sensibilisation im sichtbaren Lichte geachtet worden. 
Allem Anschein nach ist aber der Sensibilisation im Ultraviolett oder 
zumindest in den langerwelligen Anteilen dieser Spektralbezirke eben- 
solehes Augenmerk zuzuwenden. 


A priori ist eine photobiologische Sensibilisation im Ultraviolett 
natiirlich ebenso méglich wie in den sichtbaren Strahlenbezirken. Hieran 
hat sicher auch schon H. v. Tappeiner! gedacht, denn er spricht ausdriicklich 
von photodynamischen Substanzen mit Absorption im Violett bzw. Ultra- 
violett. Auf die Versuche, bei denen die sichtbaren und unsichtbaren Strahlen 
ultraviolettreicher Lichtquellen gleichzeitig auf sensibilisierte Organismen 
wirkten, soll an dieser Stelle nur hingewiesen werden®. Hier soll zundchst 
von Versuchen im spektral zerlegten Licht die Rede sein. 

In dieser Beziehung bemerkt A. Passow* bei seinen wichtigen Unter- 
suchungen iiber die photodynamische Wirkung auf Bakterien iiber ’,.den 
durch Photodynamie wirksamen Spektralbezirk auf Staphylococcen* 
folzendes: bei Tetrabromdichlorfluorescein (Phloxin) ,.etwas ultraviolett“, 
bei Tetrajoddichlorfluorescein (Rose bengale) ,,ultraviolett“, bei dichlor- 
anthracendisulfosaurem Natrium ,,etwas ultraviolett’, bei anthrachinon- 
2, 7-disulfosaurem Natrium ,,etwas ultraviolett‘‘, bei Alizarinblau (Dioxy- 
anthrachinonchinolin-Natriumbisulfat) .,ultraviolett von etwa 400 bis 
360 mus, 

W. Hausmann und C. Sonnet zeigten, dai man rote Blutkérperchen 
durch Hamatoporphyrin fiir ultraviolette Strahlenbezirke sensibilisieren 


1 H.v. Tappeiner u. A.Jodlbauer, Die sensibilisierende Wirkung 
fluoreszierender Substanzen, 8. 21 u. 35, Leipzig 1907. 

2 Vel. z. B. W. Hausmann, diese Zeitschr. 67, 309, 1914. 

8 Arch. f. Augenheilkde. 94, §.-A., 1924. 

4 Strahlentherapie 25, 174, 1927. 








182 F. M. Kuen u. P. Rosenfeld: 


kann. Die Sensibilisation war in den langerwelligen ultravioletten Stra} 

bezirken starker ausgesprochen als in den kurzwelligen. Sie war sehr si ark 
bei A = 365myu. Bei 2 = 313 my sahen die Autoren ebenfalls kraitig 
Sensibilisationen, bei 280 und 265 my war dies in geringerem MaBe der | «|! 
Diese an roten Blutkérperchen erhobenen Befunde wurden von H.(. 4 
Lassen' an Paramiicien bestitigt und erweitert. Lassen fand sehr stark 
Sensibilisation von Paramacien durch Hamatoporphyrin bei 365 iy, 
deutliche bei 313 my, keine Sensibilisation bei 302 bis 297, 280, 265 niu, 
deutliche Sensibilisation bei 253 my, deutlich zunehmende bei 240 und 227 


bis 220 mu. 


In Versuchen mit einem von Herrn Geheimrat Hans Fischer jy 
Miinchen weitgehend gereinigten Farbstoff von Hypericum perforatum L 
dem Hypericin, konnten W. Hausmann und P. Rosenfeld? vor kurzem 
sehr deutliche Sensibilisation in den ultravioletten Bezirken yon 
4 > 270 mu, insbesondere um A == 313 mu, sowie in den sichtbaren 
Bezirken, insbesondere im Gelb und im Griin, nachweisen. Im Anschluf 
an diese Versuche haben wir nun die photobiologische Sensibilisation 
im Ultraviolett bei den nachstehenden Substanzen untersucht: 

Asculin, salzsaures Acridin, Trypaflavin, Chininsulfat, Athy! 
chlorophyllid, methylalkoholische Rohchlorophylllésung aus Blattern 
von Flieder, Spinat und aus Selaginella. 

Als Versuchsobjekt wurden Blutagarplatten verwendet. Fiir di 
Bestrahlungen stand uns ein Quarzspektrograph der Firma C. Leiss in 
Berlin zur Vertiigung. Es war dies ein Monochromator 45/22 der Liste von 
C. Leiss, der mit der Zusatzeinrichtung G2 45/46 als Quarzspektrogray) 
ausgeriistet war. Der Apparat war uns von Herrn Professor Dr. E. Abe! 
leihweise iiberlassen worden. Wir méchten auch an dieser Stelle hierfiv 
unseren besten Dank aussprechen. 

Die Belichtung wurde in der Weise vorgenommen, daB an Stelle de: 
photographischen Platte eine Blutagarplatte in die Kassette eingeschoben 
wurde. Als Lichtquelle diente eine Quarzquecksilberdampflampe (Ha- 
nauer Type G6) in einer Distanz von etwa 30cm vom Spalt. Zwischen 
Spalt und Lichtquelle befand sich eine Quarzkondensorlinse. Die Spalt- 
breite betrug durchgehends !/,mm. Als zweckmaBige Bestrahlungsdaue: 
wurden 45 Minuten gewahlt. 

Der Blutagar, der von W. Hausmann zu diesen Zwecken schon seit 
vielen Jahren benutzt wird*, wurde nicht in Petri-Schalen, die schwer mit 
ebenem Boden erhiltlich sind, sondern auf Glasplatten gegossen. Zu 
Verwendung gelangten der Kassette entsprechende Platten der Grdatie 
6x 9em. ’ 

Die mit den Farbstoffen gegossenen Blutagarplatten wurden vor det 
Bestrahlung stets mrt dem sogenannten Diagnoseansatz der Hanauer Werke. 
also im wesentlichen im Lichte der Wellenlinge um 365 my betrachtet, 
um die gleichmaBige Verteilung des Farbstofts in den Platten festzustellen. 


' Strahlentherapie 27, 757, 1928. 
2 Ebenda im Druck. 
3 Ebenda 9, 46, 1919. 
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Dieser Vorgang hat sich auch bei diesen Versuchen mit fluoreszierenden 
Farbstoffen durchaus bewahrt. 

In den nachstehend beschriebenen Versuchen wurden die Platten mit 
einem Gemisch von je l4cem 2°" ig. Agar-Agars, der wie bei den 
friheren Versuchen stets nur mit 1° ig. Kochsalzlésung ohne irgendwelchen 
unnderen Zusacz hergestellt war, 0,3 ccm defibrinierten Hammelblutes sowie 
ler betreffenden Farbstofflésung gegossen. Zu den Kontrollplatten wurden 
\gar und Blut in denselben Verhaltnissen und gegebenenfalls die ent- 
sprechende Menge Methanol verwendet. Mit dieser Mischung wurden je 
zwei Blutagarplatten gegossen, die vor der Belichtung mit einem Platin- 
spatel derart zugeschnitten wurden, daB sie von einem Glasrand von etwa 
lem Breite umgeben waren. 

Die Platten wurden nach Méglichkeit gleich stark gegossen. Auf keinen 
Fall war die Normalplatte stirker als die Farbstoffplatte, so daB diese 
Normalplatte mindestens ebenso stark himolysiert sein muBte wie die 
sensibilisierte Platte. 

Durch die Bestrahlung werden den Spektrallinien der Quecksilber- 
dampflampe entsprechend hamolytische Effekte auf den Blutplatten hervor- 
verufen, die manchmal nach einigen Stunden, in der Regel am naéchsten 
Tage, deutlich ausgesprochen waren und sich im Laufe der nachsten Tage 
noch verstarkten. 

Die Tabelle I stellt derartige Ablesungsergebnisse dar. Die hamolyti- 
schen Effekte sind in dieser Tabelle bezeichnet wie folgt: + +++ sehr 
stark, +++ stark, ++ mittel, + schwach. 

Die Bestrahlung der sonst im Dunkeln gehaltenen Platten erfolgte 
in der Regel 24 Stunden nach dem GieBen. Wir haben in Ubereinstimmung 
mit Beobachtungen von Hausmann und Rosenfeld gesehen, daB erst einige 
Tage nach dem GieBen bestrahlte und demnach schon etwas trockenere 
Platten sich gegen die Belichtung empfindlicher verhielten. 

Die vorliegende Tabelle zeigt beziiglich der hamolysierenden Wirkung 
des ultravioletten Lichtes auf Blutagarplatten ohne Zusatz bzw. auf Blut- 
yarplatten mit Zusatz von Methanol Ubereinstimmung mit den erwahnten 
Untersuchungen von Hausmann und Sonne, sowie von Hausmann und 
Rosenfeld. 


Zusammenfassung. 


Asculin sowie Chininsulfat ergaben bei der von uns angewendeten 
Versuchsanordnung kein nennenswertes Sensibilisationsvermégen im 
Ultraviolett, bei dem Chininsalz war allenfalls eine verstarkende Wirkung 
um A = 313 mu vorhanden. 

Bei salzsaurem Acridin bzw. bei Trypaflavin (Diaminomethy|- 
acridin) war deutliche Sensibilisation in den ultravioletten Strahlen- 
bezirken A > 302 mu, insbesondere bei 365 mu, nachweisbar. In den 
sichtbaren Strahlenbezirken war bei dieser Versuchsanordnung auf- 
falligerweise keine Sensibilisation erkennbar. 

Athylchlorophyllid (Willstdtter') in methylalkoholischer Lésung, 
sowie methylalkoholische Ausziige der Blatter von Flieder und Spinat 


' Das Praparat war Herrn Prof. Hausmann in dankenswerter Weise 
von Herrn Geheimrat Wéillstdtter zur Verfiigung gestellt worden. 
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zeigten deutliche Sensibilisation in den ultravioletten Bezir 
A > 297 mu, insbesondere um 313 und 365 my, ebenso in den sichtba: 
Bezirken. Methylalkoholische Extrakte von Selaginella verhielten s 


den Erfahrungen von Noack! entsprechend wie Methylalkohol olny 


Zusatz. 


Auf die aus diesen Versuchen sich ergebenden Fragestellung: 
vor allem auf den Zusammenhang zwischen Absorption und Sensi}! 


sation bei Acridin bzw. Trypaflavin soll in kurzem ausfihrlich zurii 
gekommen werden. 


1 Zeitschr. f. Bot. 12, 273, 1920. 
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Studien tiber biochemische Aktivatoren der Milch. 


I. Mitteilung: 
Die Beziehungen zwischen dem Reduktionsvermégen der Mileh und ihrem 
Gehalt an Vitamin €; die Auswertung der Mileh auf Vitamin € nach 
chemischer Methode. 


Von 
F. Schlemmer, B. Bleyer und H. Cahnmann. 


Mitteilung aus der Deutschen Forschungsanstalt und dem Universitiats- 
Institut fiir Lebensmittelchemie Miinchen.) 


(Eingegangen am 10. August 1932.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Abhandlung ist ein stark gekiirzter Auszug aus einer 
Dissertation von H.Cahnmann: ,,Studien iiber biochemische Aktivatoren 
der Milch*, Universitaét Miinchen 1932. Néahere Angaben iiber Versuchs- 
methodik und -auswertung finden sich in dieser Arbeit. 

Tillmans' hat bei Versuchen, in denen er die Oxydations-Reduk 
tionspotentiale verschiedener Nahrungsstoffe feststellte und fiir die 
lebensmittelchemische Praxis auswertete, die Beobachtung gemacht, 
daB Stoffen mit bestimmten reduzierenden Eigenschaften auch die 
spezifische Vitamin C-Wirkung zukommt. Er benutzte zur Feststellung 
der Oxydations-Reduktionspotentiale das 2, 6-Dichlorphenolindophenol, 
das er dann auch als Reagens auf Vitamin C vorschlug. Die Reaktion 
beruht darauf, da8 der blaue Farbstoff unter dem EinfluB des redu- 
zierenden Stoffes in seine farblose Leukoverbindung tibergefiihrt wird. 
Auf Grund dieses Verhaltens kann der reduzierende Faktor mit einer 
Losung des Farbstoffs direkt titriert und auf diese Weise quantitativ 
bestimmt werden. 

Trotz verschiedener Einwande, die besonders Zilva? gegen eine 
Gleichstellung von Vitamin C und dem Tillmansschen reduzierenden 
Faktor geltend machte, wurde den vorliegenden Untersuchungen die 





1 J. Tillmans und Mitarbeiter, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 54, 
33, 1927; 56, 272, 1928; 60, 34, 1930; 63, 1, 21, 241, 267, 275. 1932. 

2 S.S. Zilva, Biochem. J. 21, 354, 689, 1121, 1927; 22, 779, 1928; 
23. 1199, 1929; 24, 1687, 1930. 
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Ansicht von Tillmans zugrunde gelegt, daB es sich bei dem durch |)j. 
chlorphenolindophenol nachweisbaren reduzierenden Stoff um Vitamin ( 
handelt, oder da8 Farbstoffverbrauch und Vitamin C-Gehalt  paralle! 
verlaufen. Ks sei gleich hier bemerkt, daB diese Hypothese, wenigstens 
fiir Milch und Milcherzeugnisse, durch die vorliegenden Untersuchunys. 
ergebnisse bestatigt wurde?. 


Versuchsmethodik. 


Wenn man den Versuch unternimmt, den Gehalt von roher, un. 
behandelter Milch an Vitamin C auf titrimetrischem Wege festzustellen, 
so ergibt sich zwar ein gewisser Farbstoffverbrauch, ein scharfer End. 
punkt bei der Titration ist aber nicht zu erzielen. Der einfachste Weg, 
diese Stérung zu vermeiden, war die Bereitung eines Milchserums. 
das jedoch fiir den vorliegenden Zweck verschiedene Anforderungen 
erfiillen muBte. 


Da die Milch im allgemeinen relativ wenig Vitamin C enthalt und 
demgemaéB einen geringen Farbstoffverbrauch aufweist, sollte bei der 
Serumbereitung héchstens eine Verdiinnung im Verhiltnis 1: 1 stattfinden; 
weiterhin mu bei der Titration die Feststellung eines scharfen Endpunktes 
erméglicht sein, und es muB ferner darauf Riicksicht genommen werden, 
da die Titration nur innerhalb eines gewissen pxu-Gebietes durchfiihrba: 
ist. Im alkalischen Bereich ist die Titration unméglich, weil darin de: 
Farbstoff selbst autoxydabel ist und auch das Vitamin C einer raschen 
Veranderung unterliegt. In einem starker sauren Bereich, als etwa py 5 
entspricht, wird der bei einer alkalischen oder neutralen Reaktion blav 
Farbstoff dagegen iiber eine violette Zwischenfarbe hinweg blaBrot und 
verhindert wegen der geringen Farbintensitat die Feststellung eines genauen 
Umschlagspunktes; auBerdem wird in stirker sauren Lésungen auch de: 
Farbstoff selbst zerstért. 

Nach zahlreichen Versuchen mit teils bekannten, teils neuen Her 
steJlungsvorschriften fiir Milchseren wurde schlieBlich die folgende Vor 
schrift als die geeignetste den weiteren Untersuchungen zugrunde gelegt 

Zu 25cem Milch laBt man in einem Erlenmeyer-Kélbchen zunachst 
10 cem einer 10° igen Lésung von neutralem Bleiacetat |Pb(CH,COO), 
.3 H,O] und sodann 15 ccm einer 20°,,igen Natriumsulfatlésung (Na,SO, 
. 10 H,O) aus Pipetten zuflieBen. Nach jeder Zugabe wird kraftig geschiittelt 
und schlieBlich die Mischung durch ein Faltenfilter (Schleicher u. Schiil! 
Nr. 560) filtriert. 

Das Serum filtriert rasch und ist vollkommen klar. Die Zugabe von 
Natriumsulfat bietet den Vorteil, daB dadurch das iiberschiissige Blei ai- 


1 Nachschrift bei der Korrektur. Nach neuesten Mitteilungen von Tillman > 
(Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 64, 11, 1932) ist der Chemismus de> 
Vitamins C dahin aufgeklart, daB es sich dabei um Hexuronsaéure (nac} 
Szent-Gy6rqyi) handelt. Diese von einer Ketose-Carbonsaure sich ableitend: 
Verbindung stimmt in ihren chemischen Eigenschaften mit denjenigen des 
.reduzierenden Stoffes‘’ iiberein. Hexuronsaure, ,,reduzierender Stot! 
und Vitamin C sind identisch. 
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der Lésung ausgefallt wird, das in einer schwefelwasserstoffhaltigen Atmo- 
sphare leicht zu einer Verfarbung des Serums AnlaBb geben kénnte. Auber- 
dem bewirkt das entstehende Bleisulfat ein Feinkérnigwerden des Casein- 
niederschlags, wodurch eine leichte Filtration erméglicht wird. 

In einer gréBeren Anzahl von Versuchen wurde festgestellt, dal stets 
gleiche, reproduzierbare Titrationswerte erhalten werden kénnen. 

Die verwendeten Stoffe, Bleiacetat, Natriumsulfat usw., sind er- 
wartungsgemaéB ohne EinfluB auf den Farbstoffverbrauch. Eine Adsorption 
des reduzierenden Faktors an den Caseinniederschlag findet nicht statt. 
Die Titrationsergebnisse werden durch die Wasserstoffionenkonzentration 
der verwendeten Milch innerhalb der praktisch in Betracht kommenden 
Grenzen nicht beeinfluBt. Demnach liegen bei der hier zugrunde gelegten 
Art der Milchserumbereitung andere Verhiltnisse vor als bei Unter- 
suchungen, die Zilva't mit Zitronensaft anstellte, wobei er mit Bleiacetat 
Fallungen erhielt, die in Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration 
des Saftes verschiedene Mengen an reduzierendem Faktor enthielten. 
Vielleicht ist fiir diese Verschiedenheit der von uns vorgenommene Zusatz 
von Na,SO, (Ausfillung des iiberschiissigen Pb) verantwortlich zu 
machen. 

Die Titration des reduzierenden Faktors wird folgendermaBen durch- 
geftihrt: Man gibt eine etwa n/1000 Lésung des Farbstoffs*? in die Biirette 
und 1aBt zu dem in der Vorlage befindlichen Milchserum so lange Farbstoff- 
lisung zuflieBen, bis die Blaufarbung gerade bestehen bleibt. Der Faktor 
der etwa n/1000 Farbstofflésung wird gegen eine etwa n/100 Titantri- 
chloridlésung und diese ihrerseits wieder gegen eine n/100 Ferriammon- 
sulfatlésung (als Urtiter) eingestellt. 

Wegen der Alkaliempfindlichkeit des reduzierenden Faktors wird die 
Titration am besten zwischen px 5,5 und 6,5 durchgefiihrt. Die Pufferung 
geschieht mittels 50°, iger Natriumacetatlésung und 1°, iger Essigsaure. 

Zur Erhéhung der Genauigkeit der Titration wurde eine Feinbiirette 
verwendet; als VorlagegefaBe zur Aufnahme des Serums fand nicht ein 
Becherglas, sondern ein innen glasiertes, weiBbes Porzellanschalchen Ver- 
wendung, da sich darin auch eine sehr schwache Blaufirbung besser er- 
kennen laBt. Die Titration wurde zur Vermeidung von Lichtfehlern unter 
dem stets gleichbleibenden Licht einer Tageslichtlampe ausgefiihrt. Trotz- 
dem soll betont werden, daB es zur Erkennung eines scharfen Endpunktes 
bei der Titration einiger Ubung bedarf, besonders da sich die einzelnen 
Milchsorten hinsichtlich der Scharfe des Titrationsendpunktes etwas ver- 
schieden verhalten. Im allgemeinen benétigt man zur Titration eines 
Milchserums 3 bis 5 Minuten. 

Ein Nachteil bei der beschriebenen Titrationsmethode ist der Umstand, 
daB der reduzierende Faktor im Serum rasch zerstért wird. Der Abfall 
betragt innerhalb 1 Stunde etwa 60°,. Diese Stérung 1laBt sich durch 
Einhaltung eines Zeitschemag bei der Serumbereitung und Titration aus- 
gleichen, da dann stets reproduzierbare Versuchsbedingungen vorliegen ; 
nur ist dabei zu beriicksichtigen, daf dann keine Absolutwerte titriert 
werden, wie das etwa bei Obst- und Gemiisesiften méglich ist. 2 Minuten 


1 Le. 
2 Zu beziehen durch Chem. Fabrik Dr. Theodor Schuchardt, G.m. b. H-. 
Gérlitz. 
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nach Beginn der Serumbereitung (Bleiacetatzugabe) wurde die Na,s(). 
Lésung zugesetzt, nach weiteren 3 Minuten mit der Filtration, nach weitere; 
15 Minuten mit der Titration begonnen und diese in 3 bis 5 Minuten 
Ende gefiihrt. 


Versuchsergebnisse. 


Kuhmilch verschiedener Herkun/jt. 


Zur Feststellung, in welchen Grenzen sich der Farbstoffverbrai 
bei verschiedenen Milchproben bewegt, wurde wahrend einer langere: 


Dauer die Milch von verschiedenen Kiihen einzeln untersucht. Stallhaltung, 
Pflege, Futter, Melkzeit usw. waren die gleichen. Die Serumbereitwung 


wurde immer in gleicher Weise, wie auch bei allen folgenden Versuchen 
jeweils 1 Stunde nach dem Melken ausgefiihrt. 
Bei dieser Gelegenheit konnte auch der Einflu®8 verschiedenartive; 


Fiitterung mituntersucht werden. Die Versuche dauerten von April bis 


Juli, so daB drei Fiitterungsperioden Winterfiitterung, Ubergangs 
fiitterung, Sommerfiitterung unterschieden werden konnten. 


Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle J. 


Titrationswerte der Milch von verschiedenen Kiihen wahrend verschiedene: 
Fiitterungsperioden. Die Zahlenwerte sind bezogen auf 100 cem Milch 
Der stark umrandete Teil umfaBt die Zeit der Ubergangsfiitterung. 




















Tag der a Kuh Nr. 71 Kuh Nr, 135 Kuh Nr. 142 

9. IV. 24,1 30,0 26,5 

16. IV. 1,9 2,2 2,2 
24. IV. 18,0 11,7 12,2 
30. IV. 14,0 2,3 4,2 
ey. 28,7 28,7 24,5 

12. V. 6,1 | 2,0 2,3 

a 2 24,1 16,8 17,5 
28. V. 1,6 1,6 1,6 

3. VI. 31,1 27,6 32,6 

11. VI. 2.0 3,3 3,2 
18. VI. 38,6 31,3 35,1 
25. VI. 32,5 28,6 34,6 

2. VII. 2,2 2,2 2,2 

9. VIL. 32,8 30,1 37,5 











Es zeigt sich, daB der Titrationswert der Milchproben sehr groben 
Schwankungen unterliegt. Dabei ist besonders bemerkenswert, da in 
fast allen Fallen die Niedrigst- und Héchstwerte an Farbstoffverbrauc! 
bei den Versuchstieren gleichzeitig und gleichheitlich auftreten. Diese 
Tatsache spricht dafiir, daB nicht so sehr individuelle Unterschiede, «ls 
vielmehr bestimmte auBere Einfliisse, beispielsweise Temperatur ode! 
Witterungswechsel, besondere Stallverhaltnisse usw., ausschlaggebend sind 


Aus der Tabelle I geht weiterhin hervor, daB der Futterwechsel eine: 


groBen EinfluB auf den Farbstoffverbrauch bei den Versuchstieren nic!it 
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u-sgelibt hat. Wohl ergeben sich beim Sommerfutter etwas héhere Titrations - 
verte als bei der Winterfiitterung, die Unterschiede sind jedoch viel kleiner, 
js man auf Grund bisheriger biologischer Untersuchungen hitte erwarten 
sollen. Vermutlich ist der geringe Unterschied im Farbstoffverbrauch beim 
Futterwechsel in dem vorliegenden Versuch darauf zuriickzufiihren, dai 
den Versuchstieren auch wahrend des Winters ein hochwertiges, allen 
biologischen Bediirfnissen entsprechendes Futter gegeben wurde. 

Die groBben Unterschiede im Farbstoffverbrauch, die sich bei der 
Untersuchung der Milch von Einzelkiihen zeigen, gleichen sich bei Misch- 
milch aus einer gréBeren Zahl von Kiihen weitgehend aus. Milchproben 
ius dem Handel weisen im Durchschnitt einen Verbrauch von 20 bis 25 cem 
auf. Jedoch waren auch Titrationswerte mit 15 ccm oder 30cem keine 
Seltenheit. 

Zwei im Handel befindliche Milchsorten, ..Vollmilech** und ,,Kinder- 
milch** aus der gleichen Gutsverwaltung, von Kiihen mit gleicher Fiitterung, 
jedoch verschiedenartiger Stallhaltung (die Kindermilch stammt von 
Kiihen, die unter besonderer Pflege und unter tierarztlicher Beaufsichtigung 
standen), wiesen keine Unterschiede in den Titrationswerten auf. Die 
Vorziige der ,,Kindermilch* griinden sich also hier nicht auf einen Mehr- 
gehalt an Vitamin C, sondern sie sind in einer gréBeren bakteriologischen 
Reinheit zu suchen. 


< 


In einem anderen Versuch sollte ermittelt werden, ob in den ver- 
schiedenen Melkanteilen sich Unterschiede beziiglich des Gehaltes an 
reduzierendem Faktor ergeben. Die Versuche wurden mit drei Kiithen 
durchgefiihrt. 

Tabelle II. 
Vergleichende Titrationswerte der ersten und letzten Melkanteile von Milch. 
Die Zahlenwerte sind bezogen auf 100 ccm Milch. 





Kuh Nr. 71 Kuh Nr. 135 Kuh Nr. 142 
Erste _ Letzte "Erste | Letzte ‘Erste Letzte 
Melkanteile Melkanteile Melkanteile Melkanteile Melkanteile Melkanteile 
12,9 17,1 13,8 16,9 10,5 18,2 


Aus den in Tabelle II zusammengestellten Titrationsergebnissen ist 
zu ersehen, daB der Gehalt an reduzierendem Faktor in den letzten Melk- 
anteilen stark erhdéht ist. 


Milch verschiedener NSdugetiere: Schafmilch, Ziegenmilch, Eselinnenmilch 
und Kamelmilch. 

Zur Festste!lung des Gehaltes der Milch verschiedener anderer Saéuge- 
tierarten an reduzierendem Faktor wurden Schafmilch, Ziegenmilch, 
Eselinnenmilech und Kamelmilch untersucht. 

In Tabelle III sind die Resultate der Untersuchungen zusammen- 
gestellt. 

Der Gehalt der Ziegenmilch an reduzierendem Faktor stimmt in 
der GréBenordnung mit demjenigen von Kuhmilch iiberein. Die Werte 
fiir Sechafmilch sind niedriger, diejenigen fiir Kamelmilch héher als die 
durchsechnittlichen Kuhmilchwerte Weitaus am meisten reduzierenden 
Faktor enthalt die Eselinnenmilch. Diese steht in ihrer Zusammensetzung 
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Tabelle Ill. 


Titrationswerte von Milch verschiedener Saugetiere. Die Zahlenwerte <), 
54 { 


bezogen auf 100 cem Milch. 





Nr 


lies Cuisnneehene Schafmilch Ziegenmilch Eselinnenmilch Kamelm 

1 3,3 16,8 153.0 62.3 

2 3,1 26,8 169.6 57,1 

. 3 43 24,2 167,4 48,2 
+ — 28,1 — - 


der Frauenmilch besonders nahe und man hat sie deshalb bekanntlic} 
bereits mehrfach als Séuglingsnahrung empfohlen. Sollte der Gehalt dey 
Eselinnenmilch an reduzierendem Faktor mit demjenigen an Vitamin ( 
parallel verlaufen, so ware Eselinnenmilch unter den verschiedenen Milc), 
sorten eine besonders gute Vitamin C- Quelle. 


Franenmilch. 


Bei der groBen Bedeutung, die dem Vitamin C fiir die Ernahrung des 
Sauglings zukommt, ist es von besonderem Interesse, den Gehalt de; 
Frauenmilch an reduzierendem Faktor festzustellen. 

Es wurde die Milch von drei Frauen untersucht. In einem Falle wurde 
die Entwicklung des Gehaltes an reduzierendem Faktor vom zweiten Taye 
nach der Entbindung an wahrend einer Zeitspanne von 7 Monaten, und 
zwar zunichst jeden Tag und spater in gréBeren Abstanden beobachtet 
Bei den anderen Frauen fand nur je eine Untersuchung statt, und zwar 
jeweils am sechsten Tage nach der Entbindung. Diese Versuche sollten 
lediglich der Feststellung dienen, ob die von verschiedenen Personen 
stammenden Milchproben in der GréSenordnung des Titrationswertes 
einigermaBen tibereinstimmen. 

Die Serumbereitung bei Frauenmilch bietet Schwierigkeiten, dic 
durch den geringen Gehalt an Casein und den hohen Albumin- und Globulin 
gehalt bedingt sind. Es la8t sich mit der beschriebenen Art der Serun 
bereitung kein klares Filtrat erzielen. Da andere Versuche, diese Stérung 
zu+beseitigen (Ultrafiltration, Adsorption usw.), nicht zum Ziele fiihrten, 
wurde das Serum zentrifugiert, wobei ein zur Titration geeignetes Serun 
erhalten wurde, das nur mehr eine geringe Triibung aufwies. 

Die Zeit der Entnahme der Milechproben und niahere Versuchis 
bedingungen sind aus Tabelle IV ersichtlich. Der Milchentnahme am Vo 
mittag ging eine Latenzzeit von 11 bis 12 Stunden, derjenigen am Nach 
mittag eine solche von etwa 6 Stunden voraus. 

Zunichst fallt der im Vergleich mit Kuhmilch sehr hohe Gehalt a 
reduzicrendem Faktor auf. Dieser ist, wie zu erwarten, am héchsten i: 
Colostrum, sinkt dann allmaéhlich mehr und mehr ab und _ bleibt nac! 
2 Monaten einigermaBen konstant. Aber selbst noch nach 7 Monaten ist 
er betrachtlich héher als derjenige von durchschnittlicher Handelskuhmilc! 

Die bisherigen biologischen Untersuchungen iiber den Vitamin C-Gehalt 
von Frauenmilch haben zu widersprechenden Ergebnissen gefiihrt. Walhrend 
man auf Grund von Meerschweinchenversuchen der Ansicht zuneigte, dal 
die Kuhmilch mehr Vitamin C enthalte als Frauenmilch, gehen never 
Anschauungen auch teilweise dahin, da das Meerschweinchen ein 
geeignetes Testobjekt fiir Frauenmilch im Vitamin C-Versuch sei und ca! 
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Tabelle IV. 


Titrationswerte von Frauenmilch. Die Zahlenwerte sind bezogen auf 
100 cem Milch. 





~ a Milchentnahme vorm. 9 Uhr Milchentnahme nachm. 4 Uhr 
ier 
ne Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem Ae y bay 3 
ume der Anlegen des Anlegen des Anlegen des Anlegen des ee” 
Milchprobe Kindes Kindes Kindes Kindes Kindes 
2? Tage -—- 108.9 
G ~* - 106,2 
e 4 103,3 
, % 104.9 
5 » 110.3 
1 — 106,2 - — 
tt » 103.6 
i 84,7 
ey = anes 85.0 . 
76,5 -- S14 _ 
0» 70,2 -- 68,9 _ 
 « 55,9 — 55.3 
= 56.4 57,0 
ee 39,0 — — 
0, 42.4 53,7 47,5 
a 33,1 45,2 36,5 
62, 44.2 53.3 46,2 —_ 
-.. % 57,0 - 
4 Monate 36,4 - 
ee 46,0 _— 
a 41,1 


Frauenmilch dem menschlichen Saugling eine bedeutend gréBere Vitamin C- 
Wirkung vermittelt. Diese letztere Ansicht erhalt durch die titrimetrischen 
Untersuchungen eine Bestatigung. 

Weiterhin ergibt sich aus Tabelle IV, daB die nach dem Anlegen des 
Kindes entnommene Milch mehr reduzierenden Faktor enthalt als die 
Anfangsmilch. Unterschiede sind auch zwischen der Vormittagsmilch und 
der infolge der kiirzeren Latenzzeit meist etwas fettreicheren Nachmittags- 
milch vorhanden. 

Die Titrationswerte der von den beiden anderen Frauen stammenden 
Milchproben sind 93,5 und 101,7cem. Der entsprechende Titrationswert 
der in Tabelle IV aufgefiithrten Frauenmilch betragt 110.3 ccm. 


Der Einflup verschiedener Aufbewahrungsbedingungen auf die Erhaltung des 
reduzierenden Faktors in Kuhmilch und der EinfluB des Aufkochens. 


Eine gréBere Anzahl von Milchproben wurden unter verschiedenen 
Bedingungen der Temperatur, des Luftzutritts usw. in Flaschen von etwa 
150cem Fassungsvermégen aufbewahrt und in bestimmten Zeitintervallen 
der Gehalt an reduzierendem Faktor festgestellt. Es wurden zwei Versuchs- 
reihen durchgefiihrt; in der einen wurde der Abfall des Titrationswertes 
innerhalb weniger Stunden, in der anderen derjenige beim Aufbewahren 
wihrend mehrerer Tage beobachtet. Die genauen Ergebnisse sind in den 
Tabellen V bis VIII zahlenmaBig und graphisch wiedergegeben. Die naiheren 
Versuchsbedingungen sind aus den Angaben in den Tabellen ersichtlich. 
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Bei Betrachtung der Tabellen und Kurven fallt zundchst auf, dati .\.- M 
Riickgang des Titrationswertes beim Aufbewahren in offenen Flas: |). gut ve 
und bei Zimmertemperatur ein sehr erheblicher ist. Er betragt bei Vu 
1, 2 und 3 etwa 50 bis 60°, innerhalb von 4 Stunden und bei Milch | 5) ‘ hl 
etwa 80°. innerhalb von 2 Tagen. ‘ kk 

yal e 
Tabelle V. M 
verschl 
Riickgang der Titrationswerte von Kuhmilch beim Aufbewahren wali ifienen 
einer Zeitdauer von 4 Stunden. Die Zahlenwerte sind bezogen auf LOO 6, im Eis 
Milch. 1 bis 
; M 
Zeit der Milch . hloss 
Untersuchung : : . : = ; 
1 2 3 q 5 6 7 ~ i) | war ke 
Anfangswert . . | 23,6 15,3 195 13,5 15,3 23,9 224 174 234 21 ae 
Nach kurzem Auf- 
kochen . ... - -- 129 — - — - 
Nach 15 Min. . 23,7 14,8 | 19,1 | 12,7 15,4 - 
<n » .. | 23,6 144 186 12.4 153 — - . 
» 45 , .. 128,56; 14,0) 17,7 | 128) 151) — _ _ — | 
_ 1 Std... | 28,3 | 18,1 | 17,2 | 12,0) 15,2 | 23,1 | 21,0 | 16,9 | 23,5 21.2 (raph 
* 14, , . . || 22,4; 10,8 | 15,5; 11,5) 14,9] - — - - 
ms 2 , ..{200; 9,1 | 14,6; 10,8 | 14,7 | 22,4 | 20,8 | 16,2 | 23.4 209 
‘ 8 ., ..1158) 7,9; 124) 9,5; 18,9 | 21,9 | 20,1 | 15,6 | 23,3 207 
u 4 11,60) 5,4! 9,1; 8,0 18,0} 21,3 | 19,2 | 14,4 | 231 2 


Milch 1, 2 und 3. Aufbewahrung in einer offenen Flasche bei Zim 
temperatur. 

Milch 4. Aufbewahrung wie bei Milch 1, 2 und 3. Die Milch wurde \ 
Beginn des Versuchs einmal kurz aufgekocht. 

Milch 5. Aufbewahrung in einer offenen Flasche bei 0° (in einer I). 
Wassermischung). 

Milch 6, 7 und 8. Aufbewahrung in einer offenen Flasche im [)- 
schrank (1 bis 5°). 

+ Milch 9 und 10. Aufbewahrung in einer nicht vollkommen gefiillte! 

gut verschlossenen Flasche im Eisschrank (1 bis 5°). 


Tabelle VI. 


Riickgang der Titrationswerte von Kuhmilch beim Aufbewahren wahrend 
einer Zeitdauer von mehreren Tagen. Die Zahlenwerte sind bezogen au! 
100 cem Milch. 





_ Zeit der Milch Milch ___ Mileh 15 Mileh 1) 
Untersuchung nN 2 13 4 = b ee a . 
Anfangswert . . | 18,5 15,3 | 21,3 21,3 | 13,9 |13.9 | 13,9 18,9 20,2 202 
Nach 1 Tag .. || 82 6,7 | 21,8 | 21,3) 3,9 | 2,8 | 11,7) 80/198 16.5 
» 2@ Tagen . 5,8* 4,3* | 21,9 | 21.1) 3,1* 26* 86 43° 18,9 134 
py —f—j|/—}—-|—|}-—-)—-] - 
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Bei den mit * bezeichneten Milchproben war bereits eine Séuregerinnung eingetr 
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Much 11 und 12. Aufbewahrung in einer nicht vollkommen gefiillten, 
gut verschlossenen Flasche bei Zimmertemperatur. 


Milech 13 und 14. Aufbewahrung in einer vollkommen gefiillten, gut 
erschlossenen Flasche im Eisschrank (1 bis 5°). Zwischen Mileh und Kork 
var kein Luftraum vorhanden. 


Mileh 15, a) Auftbewahrung in einer nicht vollkommen gefiillten, gut 
verschlossenen Flasche bei Zimmertemperatur; b) Aufbewahrung in einer 
fienen Flasche bei Zimmertemperatur; c) Aufbewahrung wie bei a), jedoch 
im Kisschrank (1 bis 5°); d) Aufbewahrung wie bei b), jedoch im Eisschrank 
1 bis 5°). 

Milch 16. a) Aufbewahrung in einer vollkommen gefiillten, gut ver 
shlossenen Flasche im Eisschrank (1 bis 5°). Zwischen Milech und Kork 
war kein Luftraum vorhanden; b) Aufbewahrung in einer nicht vollkommen 
vefiillten, gut verschlossenen Flasche im Eisschrank (1 bis 5°). 


Tabelle VII. 


Graphische Darstellung der Titrationswerte aus Tabelle V nach prozentualer 
Umrechnung. 
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Tabelle VIII. 


Graphische Darstellung der Titrationswerte aus Tabelle VI nach prozent, :/. rasche 
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Bei den mit * bezeichneten Untersuchungen war bereits eine Saure- F 
gerinnung der Milch eingetreten. Fiinf Felder auf der Abszisse entsprechen 


ron J 
2 Tagen. 


sich, « 
EKinen starken schiitzenden EinfluB iibt eine Erniedrigung der Tem dreim: 
peratur aus, wie sich aus einem Vergleich der Kurvenbilder fiir die Milch gehalt 
proben 5 bis 8, 15a und 15b einerseits mit denjenigen fiir die Milehproben | bei ei 
bis 3, 15¢ und 15d andererseits ergibt. offene 

Auch das Ausma8B, in welchem der Luftzutritt zu der Milech beim Aut | 
bewahren méglich ist, spielt eine aus den Titrationswerten deutlich ¢! L 
kennbare Rolle. Bei einer Aufbewahrung in vollstandig gefiillten Flasche die m 
bleibt der reduzierende Faktor am besten erhalten. Eine starkere Schadigung haltni 
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st zu beobachten, wenn die Flaschen nur teilweise gefiillt sind. Am 
raschesten wird der reduzierende Faktor dann zerstért, wenn die Auf- 
pewahrung in nicht verschlossenen Flaschen geschieht. Besonders deutlich 
st der EinfluB des Luftzutritts bei Milch 15 zu beobachten, wo von ein 
md derselben Milch verschiedene Untersuchungen vorliegen. 

Bei der zweiten Versuchsreihe, bei der sich die Untersuchungen iiber 
einige Tage erstreckten, fallt auBerdem auf, da der Abfall des Titrations- 
wertes der Milchproben 11, 12, 15a und 15b, der zunichst ebenfalls sehr 
rasch stattfindet, allmaéhlich eine Hemmung erfahrt. Diese Hemmung 
wird durch die eingetretene Séiuerung der Milch bedingt, die demnach 
Vitamin C**-erhaltend wirkt. 

Aus Versuchen unter extremen Bedingungen einstiindiges Durch- 
leiten von Luft bzw. Sauerstoff durch erhitzte Milch — tritt die schaidigende 
Wirkung des Sauerstoffs besonders deutlich hervor. Beim Durchleiten von 
Luft ergab sich ein Abfall von etwa 71°,, beim Durchleiten von Sauerstoff 
yon etwa 85°... In der Praxis, wo Milch meistens in gréBeren, gut gefiillten 
Behaltern transportiert und aufbewahrt wird, liegen die Verhiltnisse fiir 
die Erhaltung des reduzierenden Faktors giinstiger als bei den vorliegenden 
Versuchen, die absichtlich in den Bedingungen verscharft wurden./ 

Bei einer vergleichenden Betrachtung simtlicher Untersuchungen 
ergibt sich, abgesehen von kleineren Schwankungen, eine sichere Be- 
urteilungsméglichkeit auf Grund der titrimetrischen Bestimmungen. 
Die Versuche zeigen in besonders deutlicher Weise die groBe Temperatur- 
und Sauerstoffempfindlichkeit des reduzierenden Faktors sowie die 
stabilisierende Wirkung einer erhéhten Wasserstoffionenkonzentration 
(Siuerung). Auf Grund des durch biologische Versuche sichergestellten 
ganz gleichartigen Verhaltens des Vitamins C bilden die vorliegenden 
Versuchsergebnisse wiederum eine Stiitze fiir die Annahme der Identitat 
von reduzierendem Faktor und Vitamin C. 

Die Untersuchungsergebnisse zeigen ferner, daB es nicht statthaft 
ist, verschiedene Milchsorten im Tierversuch miteinander zu vergleichen, 
wenn man nicht zugleich dafiir Sorge trigt, daB die Art und Dauer 
der Aufbewahrung zwischen der Gewinnung der Milch und ihrer: Ver- 
fiitterung an Meerschweinchen stets gleich bleiben, was jedoch gewohn- 
lich auf Schwierigkeiten stéBt. 

Bei Versuchen zur Feststellung, welchen EinfluB das Au/fkochen 
ron Milch auf deren Gehalt an reduzierendem Faktor ausiibt, zeigte 
sich, da dabei nur eine geringfiigige Schidigung eintritt. Selbst nach 
dreimaligem, kurzem Aufkochen sind noch etwa 80 bis 85 °,, des Anfangs- 
gehaltes vorhanden. Dieser Riickgang entspricht etwa demjenigen 
bei einstiindigem Stehenlassen einer relativ geringen Milchmenge in 
offener Flasche bei Zimmertemperatur. 


Diese Ergebnisse stimmen durchaus mit den Erfahrungen iiberein, 
die man bisher auf Grund biologischer Untersuchungen tiber den ver- 
haltnismaBig hohen Gehalt von Kochmilch an Vitamin C gesammelt hat. 
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Biologische und chemische Untersuchungen iiber die Verdnderung di 
,, Vitamin C-Gehaltes** der Milch durch verschiedene Pasteurisierungsmetho 


Bei den nachfolgenden Untersuchungen sollte auf chemise} 1 
und biologischem Wege festgestellt werden, in welcher Weise dure}, «ji 
verschiedenen gebrauchlichen Pasteurisierungsmethoden der Vitamin ( 
Gehalt der Milch beeinfluBt wird. Diese Versuche kénnen zugleic}) 
einen MaBstab bilden, inwieweit die biologische und chemische Wert 
bestimmung von Vitamin(€ in ihren Ergebnissen iibereinstimmen 
und als Material fiir die Entscheidung der Frage dienen, welche 
Pasteurisierungsmethoden der Milch unter praktischen Verhialtnissen 
am geeignetsten sind. 


Die Untersuchungen wurden gemeinsam mit /. Kieferle und L. Eisen 
reich (Chem. Abt. der Siiddeutschen Versuchs- und Forschungsanstalt 
Milchwirtschaft Weihenstephan-Miinchen (Techn. Hochschule Miinchen 
durchgefiihrt. Die Pasteurisierungsapparate wurden unter dem Gesichts 
punkte der Praxis ausgewahlt und ebenso wie die zu den Untersuchungen 
verwendete Milch von dem Weihenstephaner Institut zur Verfiigung gestel|t 


Biologische Untersuchungen. 


Die Untersuchungen wurden mit Meerschweinchen durchgefiihrt 
Die Versuchsnahrung bestand aus Haferflocken und grober Weizenklei: 
zu gleichen Teilen und stand den Tieren in beliebiger Menge zur Verfiiguny 
Dazu erhielten die Tiere die aus den verschiedenen Pasteurisierungsmethoden 
stammenden Milchproben. 

Die Fiitterung der Meerschweinchen mit den notwendigen Milchmengen 
bietet gewisse Schwierigkeiten, da zur Gewinnung einer einwandfreien 
Beurteilungsméglichkeit des Vitamin C-Gehaltes die Tiere relativ§ grol\ 
Mindestmengen an Milch aufnehmen miissen, die das normale Fliissigkeits 
bediirfnis der Tiere iiberschreiten. Es besteht die Méglichkeit, den Tieren 
die Milch zur beliebigen Aufnahme in ihren Kafigen aufzustellen; man hat 
dann jedoch keinerlei Kontrolle dariiber, ob die Milch von den Tieren 
tatsichlich vollstiindig aufgenommen wird oder ob nicht dureh Ver 
schiitten usw. Verluste entstehen. AuBerdem wiirde bei langerem Stelen 
lassen der Milch nach unseren Versuchsergebnissen ein erheblicher Vitamin 
abfall eintreten. Ein quantitatives Arbeiten erméglicht die Zwangsfiitterung 
mittels einer Schlundsonde. Eine derartige Methode zeigt jedoch ebenfall- 
sehr groBe Mangel, da hierbei erhebliche St6érungen bei den Versuchstiere: 
auftreten, die das Wachstum in ungiinstigster Weise beeinflussen. Es wurd: 
deshalb einer von F.-V.von Hahn ausgearbeiteten Methode der Vorzuz 
gegeben, die durch eine langwierige und umstandliche Gewéhnung de! 
Versuchstiere an eine sogenannte Pipettenfiitterung gestattet, die Ming: 
der beiden zuerst angefiihrten Methoden auszuschalten. Den Meerschwein 
chen konnte so quantitativ eine genau kontrollierbare Menge der Milch 
proben zugefiihrt werden. Die den Tieren eingegebene Milchmenge betrug 
bei Versuch | zunachst taglich 12°,, spater 15°,, des jeweiligen Gewichte- 
der Meerschweinchen; bei Versuch 2 wurden 18°, gegeben. 


1 F.-V. von Hahn, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 59, 4, 1930. 
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Die Auswertung der Versuche wurde nach verschiedenen Gesichts- 
punkten vorgenommen. Es wurden beriicksichtigt: 1. auBere Merkmale, 
wie Aussehen und Verhalten der Tiere, 2. Verlauf des Wachstums und 
3. pathologische Verainderungen auf Grund von Sektionsbefunden!. Hier 
wird lediglich auf den Wachstumsverlauf niher eingegangen. Die Wachs- 
tumskurven (Tabellen IX und X) wurden nach einer von F.-V. von Hahn? 
ausgearbeiteten Methode gewonnen. Auf der Abszisse wurde die Dauer 
des Versuchs, auf der Ordinate die prozentuale Gewichtszunahme bzw. 
-abnahme verzeichnet. 

Bei Versuch | fanden 44 Meerschweinchen mit einem Durchschnitts- 
gewicht von 200 bis 250 g in elf Gruppen zu je vier Tieren Verwendung. 
AuBer der Grundnahrung erhielten die einzelnen Gruppen folgende Milch- 
sorten?: 

Gruppe 1. Milch, pasteurisiert im Momenterhitzer ,,Diskus** bei 74°. 
Die Mileh wird in diinner Schicht etwa 3 Sekunden lang erhitzt. 

Gruppe 2. Milch, pasteurisiert im Riihrwerksapparat bei 85°. Die 
Verweildauer der Milch im Pasteur betragt etwa 80 Sekunden. Die Apparatur 
besteht aus einem zylindrischen Topf, in dem ein Riihrwerk rotiert, dessen 
Fliigel die unten eintretende Milch langs der von auBen erhitzten GefiB- 
wandung nach oben zum AusfluB beférdern. 

Gruppe 3. Milch, dauerpasteurisiert bei 63°. Die Milch wird in einer 
Wanne '/, Stunde lang unter langsamem Umiriihren bei einer Temperatur 
von 63° gehalten. 

Gruppe 4. Milch, pasteurisiert in dem Momenterhitzer ,,T6dt** bei 85°. 
Die Erhitzung der Milch geschieht in diinner Schicht; die Verweildauer 
betragt etwa 10 Sekunden. 

Gruppe 5. Wie Gruppe 1, jedoch wurde die Milch nach der Pasteuri- 
sierung durch silberimpragnierten Sand filtriert. 

Gruppe 6. Wie Gruppe 3, jedoch mit nachfolgender Filtration durch 
silberimpragnierten Sand. 

Gruppe 7. Wie Gruppe 5, jedoch wurde die Milch nach der Vorbehand- 
lung 3 Tage lang in ganz gefiillten, gut verschlossenen Flaschen im Eis- 
schrank aufbewahrt und erst hierauf verfiittert. 

Gruppe 8. Wie Gruppe 6, Nachbehandlung wie bei Gruppe 7. 

Gruppe 9. Wochmilch, durch zweimaliges kurzes Aufkochen gewonnen. 
Durch Einschalten dieser Gruppe sollte ein Vergleich der verschiedenen 
Pasteurisierungsmethoden mit dem im Haushalt iiblichen Kochverfahren 
erméglicht werden. 

Gruppe 10 und 11 waren Kontrollgruppen, und zwar wurden die Tiere 
von Gruppe 10 mit Rohmilch ernéhrt, um feststellen zu kénnen, ob die 
Milch vor ihrer Verarbeitung einen fiir die Gesunderhaltung der Tiere 
gentigend hohen Gehalt an Vitamin C besaB. Die Tiere der Gruppe 1] 
wurden mit normalem Griinfutter aufgezogen und sollten zur Kontrolle 


1 Einzelheiten beziiglich der Auswahl der Versuchstiere, Stall- 
haltung usw. sowie eine genauere Darstellung der Versuchsauswertung 
finden sich in der Dissertation H. Cahnmann, Universitat Miinchen, 1932 
bzw. in einer Abhandlung: F. Kieferle u. L. Eisenreich, Milchwirtschaftl. 
Forsch. 1932. 

*L«. 

5’ Technische Einzelheiten der verwendeten Pasteurisierungsapparate 
siehe F. Kieferle u. L. Eisenreich, |. c. 
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Tabelle IX. 


Wachstumskurven von Meerschweinchen nach Verfiitterung verschied. 
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dafiir dienen, ob die auBeren Einfliisse der Stallhaltung usw. den Lebens 


bediirfnissen der Meerschweinchen entsprechen. 


Da sich bei Versuch 1 gewisse Mangel in der Methodik zeigten, wurde 
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Tabelle X. 


Wachstumskurven von Meerschweinchen nach Verfiitterung verschieden- 


artig pasteurisierter Milchproben. Versuch 2. 
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Flaschen im Eisschrank aufbewahrt worden war. Dieser Versuch sollte 
zeigen, Ob die durch die Titrationsergebnisse erwiesene Méglichkeit, die 
Zerstérung des reduzierenden Faktors in der Milch unter geeigneten Auf- 
bewahrungsbedingungen aufzuhalten, durch den Tierversuch auch fiir das 
Vitamin C bestatigt wird. 

Die Ergebnisse aus den Versuchen | und 2 stimmen, wie aus dem Verlauf 
der Kurven in den Tabellen [IX und X zu ersehen ist. im groBen und ganzen 
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iiberein. Soweit starkere Abweichungen, wie etwa bei der Kochmilch : 
zustellen sind, riihrt dies von der nicht ganz gesicherten Versuchsanord) 
im ersten Versuch her. 

Die mit Rohmilch ernahrten Tiere zeigten bei einer Milchgabe 
taglich 18°, ihres Eigengewichtes ein gutes Wachstum. Die 3 Tage 
sorgfaltig aufbewahrte Rohmilch wies gegeniiber der frischen nur eine 
geringen Verlust an Vitamin C auf. Die Kochmilch war besser als saémtlic}, 
pasteurisierten Milchproben. Die mit Kochmilch ernahrten Tiere zeigten 
fast ebenso gutes Wachstum wie diejenigen, die mit Rohmilch gefiittrrt 
wurden. Durch diesen Befund werden die an friiherer Stelle bereits ¢; 
wahnten chemischen Untersuchungsergebnisse itber Kochmilch bestitigt 
Eine merkliche Schadigung des antiskorbutischen Faktors konnte bei de) 
mit Diskuspasteur bei 74° und mit Riihrwerkspasteur bei 85° erhitzten 
Milch festgestellt werden. Eine starke Schadigung des Vitamins € zeigt, 
die bei 74° erhaltene nachbehandelte ,,Diskusmilch**. Noch ungiinstigy 
lagen ,, Diskusmilch* 85°, ,,Tédtmilch** 85° und dauerpasteurisierte Milch 3° 


I 


Chemische Untersuchungen. 


Die gleichen Milchsorten, die in biologischen Versuchen auf ihren 
Vitamin C-Gehalt gepriift wurden, wurden auch auf chemischem Weg 
durch Titration mit Dichlorphenolindophenol untersucht. Die Ergebnis»: 
sind in den Tabellen XI und XII niedergelegt. 

Es zeigt sich, daB die Kochmilch auch hier in ihrem Gehalt an red 
zierendem Faktor der Rohmilch am nachsten kommt und daB in kurzen 
Abstand die ,,Diskusmilch** 74° und die bei 85° im Riihrwerkspastew 
gewonnene Milch folgen. Bedeutend schlechter sind bereits die nach 
behandelte ,,Diskusmilch** 74°, die ,,Diskusmilch* 85°, die ,,T6dtmilch™ 85 
und die bei 63° dauerpasteurisierte Milch. Bei einem Vergleich der an ve: 
schiedenen Tagen untersuchten Milchproben gleicher Vorbehandlung «1 
geben sich stets mehr oder minder groBbe Schwankungen, so daB es not 
wendig ist, zur Gewinnung einer einwandfreien Beurteilungsmdéglichke)t 
die Mittelwerte aus mehreren Untersuchungen heranzuziehen. 








Vera 
: Tabelle NJ. 
Titrationswerte von Milch nach verschiedenartiger Pasteurisieruny 
(Versuch | und 2). Die Zahlenwerte sind bezogen auf 100 cem Milch erzie 
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Tabelle XII. 


Graphische Darstellung der Titrationswerte von Tabelle XT nach 
prozentualer Umrechnung. 
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1 = Rohmilch. 
2 Kochmilch. 
3 = Milch aus Diskuspasteur 74°. 
4 Milech aus Riihrwerkspasteur 85°. 
5 Milch aus Diskuspasteur 74°, nach der Pasteurisierung durch 


silberimpragnierten Sand filtriert. 

6 — Milch aus Diskuspasteur 385°. 

7 = Milch aus .,T6dt**-Pasteur 85°. 

8 = Dauerpasteurisierte Milch 63°. 

% — Dauerpasteurisierte Milch 63°, nach der Pasteurisierung durch 
silberimpragnierten Sand filtriert. 

10 = Milech aus Diskuspasteur 74°, nach der Pasteurisierung durch 
silberimpragnierten Sand filtriert, 3 Tage alt. 

11 Dauerpasteurisierte Milch 63°, nach der Pasteurisierung durch 
silberimpragnierten Sand filtriert, 3 Tage alt. 


Verqleichende Betrachtung der auf biologischem und auf chemischem Wege 
erzielten Versuchsergebnisse. 

Ein Vergleich der auf biologischem und auf chemischem Wege 
erzielten Versuchsergebnisse zeigt, daB diese in allen Fallen sehr gut 
iibereinstimmen. Die Reihenfolge der untersuchten Milchsorten ist, 
wenn man sie nach ihrer Wertigkeit beziiglich ihres Gehalts an Vitamin C 
haw. an reduzierendem Faktor anordnet, in beiden Fallen die gleiche. 
Man kann also sehr wohl daran denken, kiinftighin wenigstens zu 
orientierenden Untersuchungen iiber den Gehalt von Milchsorten an 


Vitamin C den langwierigen und kostspieligen Meerschweinchenversuch 
durch die rasch auszufiihrende titrimetrische Methode zu_ ersetzen 
Es eréffnet sich fernerhin die Méglichkeit, Milch fiir bestimmte Zwecke 
(Kindermilch, Markenmilch usw.) auf eine einfache Weise hinsichtlich 
ihres Vitamin C-Gehalts zu normieren. Zusammenfassend 1aBt sich 
sagen, daB die Ubereinstimmung der auf biologischem und auf chemi- 
schem Wege erhaltenen Versuchsergebnisse eine wesentliche Stiitze 
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fiir die der vorliegenden Arbeit zugrunde gelegte Arbeitshypot! 


darstellen, daB der mittels Dichlorphenolindophenol nachweis!, 
reduzierende Faktor der Milch mit dem Vitamin © identisch ist. 


Molkereiprodukte. 

Es ist vielfach erwiinscht, Molkereiprodukte in einfacher Weise 4), 
ihren Gehalt an Vitamin C zu priifen, um ihre Fignung zur Saugling 
ernihrung und die Frage ihrer schonenden Bereitungsweise (Eindampt. 
Trocknung, Sterilisierung u.a.) und ihrer Lagerfihigkeit zu iiberblicken 

Zu diesem Zwecke wurden untersucht: Buttermileh, Rahm, Magermilch, 
Molke, Trockenmitch, Milchpulver, Kondensmilch,  milchhaltige Nadal; 
praparate und Hetlnahrungen, jeweils verschiedener Herkunft, verschiedener 
Bereitung, verschiedenen Alters und verschiedener Aufbewahrung. 

Die einzelnen Produkte wurden, soweit notwendig, zum Zwecke der 
Vergleichbarkeit mit Vollmilch in entsprechender Menge in den Versuch 
genommen, d. h. die Trockenmilch, Kondensmilch u. a. so weit mit Wasse: 
gelést bzw. verdiinnt, daB die Milchbestandteile in ihrer Konzentration 
der Frischmilch (spezifisches Gewicht. Trockensubstanz) angeglichen waren 

Die Serumbereitung und die Titration des Serums erfolgte in de: 
angegebenen Weise; es ergab sich die Brauchbarkeit der Methode. 

Aus dem Versuchsmaterial sei folgendes in Kiirze mitgeteilt : 

Vollmilch: Titrationswerte 19,8 bis 23,5cem Farbstofflésung (F. L 

pro 100 cem, 
daraus Rahm: Titrationswerte 14,6 bis 17,8 cem F. L. pro 100 ccm, 
Magermilch: Titrationswerte sehr nahe an den Werten der Vollmilch. 
Buttermilch: Titrationswerte 5,8 bis 7,3 cem F. L. pro 100 cem, 
ferner Molke (Labmolke): Titrationswerte durchschnittlich 90°, der 
Vollmilchwerte, 
Molke (Sauermolke): Titrationswerte durchschnittlich 70 bis 80 
der Vollmilchwerte. 

Die Wasserléslichkeit und geringe Fettléslichkeit des Vitamin ( 
Faktors wirken sich in den Ergebnissen bei Rahm- und Magermilch ent 
sprechend aus. Bei Buttermilch und Sauermolke verringert die nicht 
vermeidbare Beriihrung mit Luft den Titrationswert; die auftreten« 
Sauerung wirkt andererseits auch wieder erhaltend. 

Bei Untersuchungen von Trockenmilch, auf Walzen getrocknet (Voll- 
milch, Magermilch, Buttermileh), und von Milchpulver, durch Zerstaéubungs- 
trocknung hergestellt (Vollmilch, Magermilch, Buttermilch), ergab sich 
folgendes : 

Die auf Walzen getrockneten Produkte sind durchwegs reicher a! 
reduzierendem Faktor (,,.Vitamin C*') geblieben; die Trocknung erfolgt 
zwar in Beriihrung mit Luft. aber in nicht so feiner Aufteilung wie bei de! 
Zerstaubungstrocknung, bei der die winzigen, durch Druck- bzw. Schleuder 
wirkung entstehenden Milchtrépfchen relativ weite Wege durch die Lut 
zuriicklegen und sich hierbei mit der Luft durchmischen. 

Im Vergleich zu roher Vollmilch mit einem Titrationswert von durc! 
schnittlich 20cem F.L. pro 100cem bleiben in Walzenprodukten dure! 
schnittlich 50 bis 70°, des reduzierenden Faktors (,,Vitamin C**), in 7+) 
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Biochemische Aktivatoren der Milch. I. POD 


ibungsprodukten durchschnittlich 15 bis 20°,, des reduzierenden Faktors 
Vitamin C*‘) erhalten. 

In vereinzelten Fallen wurden auch Sorten von Milehpulver (Zer- 
stiubungstrocknung) angetroffen, in denen noch 50 bis 60°, des redu 
zierenden Faktors erhalten waren; es kénnen also auch beim Zerstéubungs- 
vertahren Versuchsbedingungen geschaffen werden, die eine weitgehende 
Erhaltung des reduzierenden Faktors ermédglichen. Bestrahlung von 
Trockenmilch bzw. Milehpulver mit Ultraviolettlicht (zum Zwecke der 
\nreicherung mit Vitamin D) schadigt. wie sich ergab (in Ubereinstimmung 
mit friiheren Veréffentlichungen anderer Autoren), den Gehalt an 
Vitamin C*, 

Kondensmilch (gezuckert und ungezuckert) sowie Heilnahrungen aus 
Mich bzw. Milch und Rahm, mit oder ohne Buttermilch wurden haupt- 
sachlich untersucht, um den Einflu®B der hier notwendigen Sterilisation. 
der Verpackungsart und der Lagerfestigkeit zu priifen. 

Die Kondensmilch wurde mit iiblicher frischer Vollmilch, die butter 
muchhaltigen Heilnahrungen (verschiedener Herkunft, verschiedenen 
Alters, bis zu 1 Jahr in gewéhnlicher Weise gelagert) mit Buttermilch 
verglichen. 

Vollmilch. Titrationswerte durchschnittlich 20 cem F. L. pro 100 cem. 
Verdiinnung aus gezuckerter Kondensmilch: Titrationswerte durchsehnittlich 
l4eem F. L. pro 100 cem rund 65”,, des Vollmilchwertes. Verdiinnung 
aus ungezuckerter Kondensmilch: Titrationswerte durchschnittlich 2,8 cem 
F. L. pro 100 cem rund 15”,. ; 

Der Zuckerzusatz beim Eindampfen der Milch iibt allem Anschein 
nach eine erhebliche Schutzwirkung aus. 

Buttermilch, Titrationswerte durchschnittlich 6,0 cem F. L. pro 100 cem. 
Verdiinnung aus buttermilchhaltiger Heilnahrung (,.H.A.‘*): Titrationswerte 
durchschnittlich 3,5cem F. L. pro 100 cem rund 60°, des Buttermilch - 
wertes. Verdiinnung aus buttermilchhaltiger Heilnahrung (.,H.S.‘‘): Titra- 
tionswerte durchschnittlich 4,5cem F. L. pro 100 cem rund 75”,, des 
Buttermilchwertes. Verdiinnung aus buttermilchhaltiger Heilnahrung 
.E. W.*‘) (fetthaltig und wenig sauer): Titrationswerte durchschnittlich 
2.4ceem F. L. pro 100 cem rund 40°, des Buttermilchwertes. 

Die saure Beschaffenheit wirkt demnach in befriedigendem Ausmai 
erhaltend auf den reduzierenden Faktor (,.,Vitamin CC‘); bei Priaparaten 
bis zu einjihriger Lagerungszeit (bei gutem Luftabschlu®B) zeigte sich keine 
bemerkenswerte Abnahme. 

Wichtig in diesem Zusammenhang sind die Art und die Beschaffen- 
heit der Werkstoffe der Gerate, in denen die Milch fiir die Kondensierung 
eingedampft wird: je nach der Konstruktion der Apparate mu die 
Milch darin unter Umstanden langere Zeit bei hGherer Temperatur ver- 
weilen, ohne daB dabei die Beriihrung mit Luft ganz vermieden werden 
kann. 

Gewohnlich werden blanke oder verzinnte Kupfergerite verwendet. 
Neuerdings versucht man auch das Kupfer durch andere Metalle zu er- 
setzen, da verschiedene Untersuchungen! u. a. gezeigt haben, daB Milch, 


1 4.F. Hess u. L. J. Unger, Prov. soc. biol. med. 19, 119, 1921; A. F. 
Hess, J. ind. eng. chem. 13, 1115, 1921; A. F. Hess u. M. Weinstock, J. Amer. 


med. assoc. S2, 952, 1924. 
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die in KupfergefaBen erhitzt oder einige Zeit unter Zusatz geringer Kuy 
mengen aufbewahrt wird, ihre antiskorbutische Fahigkeit einbiiBt. 

In mehreren Versuchsreihen wurde der EinfluB von verschiede:,:;; 
Metallen und Metallgemengen auf die Erhaltung des reduzierendey 
Faktors (Vitamin C) in der Eindickungsmilch untersucht. Die Davey 
der Eindickung betrug 2 Stunden, konzentriert wurde auf etwa <i 
Halfte des Ausgangsvolumens. 


Tabelle XIII. 
Beeinflussung der Titrationswerte von Kondensmilch durch das Materia 
der Eindampfapparaturen. Die eingedickten Milchproben wurden mit 
Wasser auf das Anfangsvolumen aufgefiillt; die Zahlenwerte sind bezoven 
auf 100 cem dieser Verdiinnung. 


Erste Versuchsreihe. Eindickungstemperatur etwa 35°. 





Mileh 1 Mileh 2 Milch 3 Milch 4 Milch 5 
ohne Zusatz Kupfer Kupfer + Zinn Eisen Kupfer + | 
23,5 4,0 9,2 etwa 75 etwa 75 


Zweite Versuchsreihe. Eindickungstemperatur etwa 45°. 





Milch 6 Milch 7 Milch 8 Mileb 9 Milch 10 
ohne Zusatz Kupfer Kupfer + Zinn Eisen Kupfer + Eiser 
21,3 1,9 3.7 etwa 70 etwa 70) 


Dritte Versuchsreihe. Eindickungstemperatur etwa 35°. 





Milch 11 Milch 12 Milch 13 Milch 14 Mileh 15 
ohne Zusatz Kupfer Nickel Chrom Aluminium 
20,5 4,8 19.3 20,6 20,3 


Die Titrationswerte fiir die mit Eisen in Beriihrung gestandenen 
Milchproben (Milch 4, 5, 9 und 10) fallen véllig aus dem Rahmen heraus 
und scheiden deshalb fiir den Vergleich aus. Es konnte festgestellt 
werden, daB sich hierbei in geringer Menge Ferroeisen bildet und dadurch 
der Titrationswert zusitzlich erhéht wird. 

Die gréBte Schidigung des reduzierenden Faktors bewirkt Kupfer 
(Milch 2 und 7). Durch diesen Befund werden die auf Grund biologischer 
Untersuchungen gemachten Angaben von Hess, Unger und Weinstock’ 
gestiitzt. Zinn (Milch 3 und 8) schidigt etwas weniger stark wie Kupfer 
Die mit Zinn + Kupfer in Beriihrung gebrachte Milch hat einen etwa 
doppelt so groBen Titrationswert wie die entsprechende ,,Kupfermilch”. 
Im Gemenge mit Zinn ist das Kupfer weniger wirksam, weil gem 
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er Spannungsreihe im wesentlichen nur das Zinn in Lésung geht. 
Ebenso ist bei einem Gemenge von Kupfer und Eisen (Milch 5 und 10) 
ur das Kisen ausschlaggebend. Die ermittelten Titrationswerte sind 
ber in diesem Fall aus den oben angefiihrten Griinden nicht auswertbar. 

Als am giinstigsten erwiesen sich Nickel, Chrom oder Aluminium 
Milech 13, 14 und 15). Bei Anwendung dieser Metalle lagen die Ti- 
rrationswerte etwa ebenso hoch wie bei der unbehandelten Milch. Be- 
wnders ungiinstig wirkt Silber, wie aus gesonderten Versuchen her- 

rgeht. 
Zusammenfassung. 
Milch enthilt einen Inhaltsstoff, der den Farbstoff 2, 6-Dichlor- 
phenolindophenol reduziert (Tillmans). Der vorliegenden Arbeit wurde 

Annahme zugrunde gelegt, daB dieser Stoff mit dem in der Milch 
nthaltenen antiskorbutischen Faktor (Vitamin C)  iibereinstimmt. 

2. Der .,reduzierende Faktor*‘ der Milch (= r. F.) laBt sich titri- 
netrisch bestimmen. Hierzu kann Milch nicht direkt verwendet werden, 
ondern es ist zundchst die Bereitung eines passenden Serums notwendig. 

\ls sehr geeignet erwies sich ein mittels neutralem Bleiacetat und 
\atriumsulfat aus Milch hergestelltes Serum. 

3. Der Gehalt von Kuhmilch an r. F. zeigt sehr starke Schwan- 
kungen. Der EinfluB verschiedenartiger Fiitterung tritt demgegeniiber 
uriick. 

4. Die Milch verschiedener Saugetiere (Schaf, Ziege, Eselin, 
Kamel) weist groBe Unterschiede in dem Gehalt an r. F. auf. 

Frauenmilch enthalt mehr 1. F. als Kuhmilch; besonders viel 
ist im Kolostrum enthalten. 

Ein Aufbewahren von Milch ohne Luftabschlu8 schadigt den 
r.F. schon in kurzer Zeit sehr stark. Diese Schadigung wird durch 
'emperaturerniedrigung gehemmt. 

Kurzes Aufkochen schidigt den r. F. nur in geringem Mabe. 

8. Verschiedene Metalle (Kupfer, Silber) zerstéren den r. F. in 
Milch. Bei anderen Metallen (Nickel, Chrom, Aluminium) wurde ein 
schidigender EinfluB nicht festgestellt. 

9%. Gleichzeitig durchgefiihrte biologische und chemische Unter- 
suchungen (Tierversuche bzw. Titrationen) iiber den Gehalt verschieden- 
artig pasteurisierter Milchproben an antiskorbutischem Vitaminfaktor C 
und r. F. lieferten iibereinstimmende Ergebnisse. 

10. Die der vorliegenden Arbeit zugrunde gelegte Annahme, dab 
der ,,reduzierende Faktor*‘ der Milch mit dem ,,Vitamin C*' iiberein- 
stimmt, erfahrt durch die Versuchsergebnisse eine wesentliche Stiitze. 





Uber die Kohlenhydratausscheidung im Urin bei verschieden: 
Erkrankungen, mit Ausnahme von Diabetes, und ihre Beziehw 
zu den Kohlenhydratfraktionen des Blutes. 


Von 
B. Lustig und M. Lobl. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung 


Wien III.) 


(Eingegangen am 10, August 1932.) 


Die im normalen Harn vorhandenen Kohlenhydrate werden vo 
den meisten Autoren als kérperfremde unverwertbare, aus der Pflanzen 
nahrung abstammende Di- und Polysaccharide angesehen. Ihre Meng 
schwankt je nach der Methodik des betreffenden Autors in den weitest« 
Grenzen. 


Die meisten dieser Methoden beruhen auf der Bestimmung des Re- 
duktionsvermégens nach Hydrolyse mit Sauren. Bei dieser Art der Be 
stimmung werden einerseits auch andere reduzierende Harnsubstanzen 
mitbestimmt, andererseits werden nach Krok! bei der Saurehydrolyse von 
polymeren Kohlenhydraten diese nicht quantitativ wiedergefunden. Weitere 
Versuche ihrer Bestimmung wurden mit Hilfe der Schotten- Baumann schen 
Reaktion, bei der die Kohlenhydrate in Form ihrer Benzoeester isoliert 
werden, unternommen, doch ist auch hier die Ausbeute von der Art der 
Einwirkung des Benzoylchlorids abhaingig. Bei mehrfachem Ausschiitteln 
mit Benzoylchlorid fand Laband? im 24-Stunden-Urin bei animalischer Kost 
3,4 bis 6,8 g, bei vegetarischer Kost 4,1 bis 8,5 g Benzoeester der Kohlen 
hydrate. Alftan*® fand eine Tagesausscheidung entsprechend 1,5 bis 5,1 g 
Benzoeester. Die durch die Benzoylierung gewonnenen Estermenge! 
gehen nach Reingold ‘4 nicht der Menge der reduzierenden oder die Molisch sch 
Reaktion gebenden Harnsubstanzen parallel, auch entstehen verschieden 
Benzoylester des gleichen Kohlenhydrates, so daB die Schotten- Baumannschy 
Reaktion in erster Linie eine qualitative Bedeutung hat. 


' Zit. nach Grevenstuck, Uber den freien und gebundenen Zucker. 
Bergmann 1929. 

2 Diss. Kiel 1903. 

* Arch. f. exper. Pathol. u. Therap. 47, 417, 1902; Berl. klin. Wochen 
schrift 1902, S. 162. 

4 Arch. f. d. ges. Pathol. 1891, 8. 54, Jahrg. 1902. 








Dir 
rtigste 
lextrin 
urstel 
raphie 
In 
entose 
ruhe! 
hlen 
ne pe 
arch . 
“Iman 
ge ¢ 
1 H: 
d La 
Ko 
ahrur 
bis 2,8 
rm. | 
rke 
shlen 
einflt 
esond 


U1 
nd de 
irkrat 

Ke rhe T 
Zweck 
Reakti 
Kohler 
gesaml 
probe) 
hetisch 
zersetz 
Bei Vo 
Harnei 
\ussck 


ler K 


Bioe 








B. Lustig u. M. L6bl: Kohlenhydratausscheidung im Urin. 209 


Die Kohlenhydrate des normalen Harns bestehen aus den verschieden- 
rtigsten Substanzen, und zwar Pentosen, Glucuronséiure. lsomaltose, 
lextrinartige Substanzen u.a. Beziiglich der genauen Angaben iiber die 
urstellungsmethode der Kohlenhydrate des Harnes sei auf die Mono- 
raphieen von Grevenstuck' und von Neuberg? verwiesen. 

In pathologischen, nicht diabetischen Harnen sollen nach Cammidge® 
entosen vorhanden sein, auf deren Nachweis die Cammidgesche Reaktion 
ruhen soll. Nach Neuberg* wird diese Reaktion durch die verschiedensten 

hlenhydrate gegeben. Herz und Willheim® fanden nach Zuckerbelastung 
den ne positive Cammidge-Reaktion im Harn. Lustig und Langer® konnten 





ehum urch Anwendung der kolorimetrischen Zuckerbestimmungsmethode nach 
Imanns und Philippi? eine Methode ausarbeiten, welche auf einfachem 
ge die Bestimmung und Fraktionierung der Kohlenhydrate im Blute 
1 Harn ohne vorhergehende gesonderte Hydrolyse erméglicht. Lustig 
d Landau® fanden bei Anwendung dieser Methoden auf die Untersuchung 
Kohlenhydrate des normalen Harns, sowie deren Beeinflussung durch 
ahrung einen Gesamtkohlenhydratgehalt des normalen Harns von 1,4 
tiftung his 2.8 g und 34 bis 183 mg dextrinartige Kohlenhydrate in 24stiindigem 
vn. Nach Einnahme von Dextrose, Rohrzucker, Dextrin oder Kartoffel- 
rke war die Menge der ausgeschiedenen Gesamt- und dextrinartigen 
+hlenhydrate des Harns im 4 bis 5-Stunden-Ausscheidungsversuch nicht 
einfluBt. Wohl aber wurden erhéhte Werte nach Einnahme von Fleisch, 

n vo wesonders Leber gefunden. 
= Unsere Untersuchungen gingen dahin, die Menge der Gesamt- 
Meng nd dextrinartigen Kohlenhydrate im 24-Stunden-Urin bei verschiedenen 
_ rkrankungen zu bestimmen, sowie deren Zusammenhang mit den 
Kohlenhydratfraktionen des Serums naher zu priifen. Zu diesem 
“ ie- Zweck wurden im 24-Stunden-Urin Menge, spezifisches Gewicht, Farbe, 
ean Reaktion, dann die Gesamt- und die alkoholfallbaren dextrinartigen 
von Kohlenhydrate quantitativ bestimmt. Der Urin wurde sorgfaltig 
Jeitere gesammelt, dann wurde der Mischurin auf EiweiB (Hitzekoagulations 
ischen probe) und Zucker (Fehling und Phenylhydrazinprobe) gepriift. Dia- 
“a betische und sonstige reduzierende Substanzen enthaltende, sowie 
“tteln zersetzte Urine waren von der weiteren Untersuchung ausgeschaltet. 
r Kost Bei Vorhandensein von EiweiB wurde auch der Kohlenhydratgehalt der 
ohlen HarneiweiBkérper quantitativ bestimmt. Bei allen Fallen wurde die am 
5,1 ¢ \usscheidungstage gegebene Kost genau vermerkt. Die Bestimmung 
mt ler Kohlenhydrate geschah nach den von Lustig und Langer und 

ieden 

mschr 1 Uber den freien und gebundenen Zucker. Miinchen: J. F. Berg- 


nann 1929, 
Der Harn. Berlin: Julius Springer 1911. 
ucker. 3 New views Diabet. mell. London 1923. 
4 Diese Zeitschr. 148, 505, 1912. 
Wiener klin. Wochenschr. 1910. 
Diese Zeitschr. 242, 320, 1931. 
Ebenda 215, 36, 1929. 
Ebenda 245, 174, 1932. 
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Lustig und Landau gemachten Angaben in der Weise, daB die Gesam: 
kohlenhydrate in 0,2 ccm Urin direkt, die dextrinartigen nach Fallin 
und Waschen mit Alkohol in 3 cem Urin bestimmt wurden. Bei \ 
handensein von Eiweif wurden in einer gesonderten Harnprobe ¢ 
KiweiBkorper nach Fallung mit Alkohol durch Hitzekoagulation dey 
turiert und der EiweiBzucker bestimmt. Bei diesen Fallen wurde ¢ 
Gehalt an EiweiBzucker von den Werten der in Alkohol fallbar 
Kohlenhydrate abgezogen. 

Es wurden insgesamt etwa 250 24-Stunden-Urine von etwa 220 P, 
tienten untersucht. Diese Untersuchung ergab, daB die Menge der mi 
dem Harn ausgeschiedenen Kohlenhydrate neben der Nahrung av 
von individuellen Faktoren abhangig ist, da oft bei gleicher Erkrankun; 
gleicher Diit und gleichartiger Harnmenge in 24 Stunden bei vu 
schiedenen Patienten stark differierende Werte der Gesamt- und dextri: 
artigen Kohlenhydrate gefunden wurden. Eine zusammenfassen( 
Chersicht iiber die bei diesen Untersuchungen gefundenen Werte ix 
in der Tabelle I vereinigt. 


Tahelle J. 





Zahl Ges: t- Im . onol- Im Siwe 
Erkrankung —_, Kohienhydrate ao ‘allbor — ph 
, g g mg mg mg 
Carcinom ae 21 0,84—3,16 1,66 23—240 60 ~ 
oe 2 2,40—2,55 247 48—126 87 
Pernizidse Animie . 4 0,46—1,72 0.94 21—36 29 
Pneumonie es 6 0,91—3,16 172 44—137 68 
Lungentuberkulose . 18 0,67—2,70 132 35—110 63 0-58 
Polyarthritis ae 13 0,48—3,70 167 26—156 53 — 
Struma und Basedow . 7 0,63—2,61 1,73 382—72 42 
Nephritis akut und chron. 17 0,60—3,31 164 24—285 1038 7—13i 
Sonstige Erkrankungen 
“des uropoet. Systems 11 0,83—3,04 1,42 26—198 67 O—SS 
MR ck lw, SS ee 12 0,96— 2,36 1.29 20—209 57 - 
Lebererkrankungen 12 0.82—2,07 1.28 25—360 142 0-25 
Mitral- Aortenstenose, 
Herzinsuffizienz .. . 22 0,84—2,16 1,66 23—240 69 
NS cao ws Soa es 32 0.56—2,69 131 39—220 70 


Die Menge der ausgeschiedenen Gesamt- und alkoholfallbare: 


Kohlenhydrate war nur in wenigen verschiedenartigen Fallen gegeniibe: 


den von Lustig und Landau bei normalen Menschen gefundenen Werte: 
erhéht, ohne daB besondere klinische Erscheinungen beobachtet werde: 
konnten. Subnormale Werte wurden mehrmals vorgefunden, doch konnt: 


keine Beziehung zwischen diesen Werten und bestimmten Erkrankungen 


oder besonderen klinischen Erscheinungen nachgewiesen werden 


Bei mehrmaliger Untersuchung gleicher Faille bei verschiedener Kos! 


wurden meist gleichartige Werte gefunden. Ebenso war auch dure! 
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es Fieber keine Beeinflussung der Kohlenhydratausscheidung im 
Urin nachweisbar. Die Durchschnittswerte der bei verschiedenen Er- 
krankungen gefundenen Kohlenhydratmengen sind bei pernizidser 
\nimie sehr stark vermindert. Bei den iibrigen Erkrankungen lagen 
lie Durchschnittswerte innerhalb der bei Normalen gefundenen Schwan- 
kungen. Die gleiche Erscheinung zeigen die ausgeschiedenen Mengen 
der dextrinartigen, alkoholfallbaren Kohlenhydrate, von denen die 
hichsten Durchschnittswerte bei Lebererkrankungen und bei ver- 
schiedenen Formen der Nephritis gefunden wurden. Beim Vorhanden- 
sein hoher EiweiBzuckerwerte war in den meisten Fallen eine starke 
\erringerung der Menge der dextrinartigen Kohlenhydrate vorhanden. 

Da durch diese Versuche keine besondere Vermehrung der Kohlen- 
hvdratausscheidung im Urin bei verschiedenen Erkrankungen, mit Aus- 
nahme von Diabetes, beobachtet werden konnte, gingen unsere weiteren 
Versuche dahin, etwaige Zusammenhange zwischen den bei verschiedenen 
Erkrankungen von Lustig und Langer gefundenen Verainderungen der 
Kohlenhydratfraktionen im menschlichen Serum und der Kohlenhydrat- 
ausscheidungen im Urin zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde 
hei verschiedenen Erkrankungen der 24-Stunden-Urin, wie oben an- 
gegeben, untersucht. Gleichzeitig wurde von den gleichen Patienten 
Blut niichtern abgenommen und in diesem Blutzucker nach Hagedorn- 
Jensen, EiweiBzucker und gebundener NichteiweiBzucker nach Lustig 
ind Langer bestimmt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der 
Tabelle IL vereinigt. 

Diese Versuche ergaben beziiglich der Gesamt- und dextrinartigen 
Kohlenhydratausscheidung im Urin gleiche Werte wie die vorerwahnten 
Untersuchungen. 

Die Untersuchung des Serums ergab keinerlei Zusammenhang 
zwischen der Kohlenhydratausscheidung im Urin und dem Kohlen- 
hydratgehalt der einzelnen Fraktionen im Serum. Erhéhte Werte fiir 
EiweiBzucker oder gebundenen NichteiweiBzucker im Serum zeigten 
keinerlei Beeinflussung der Kohlenhydratmengen im Urin. Bei der 
Untersuchung des Serums und des Harns zeigten drei Falle von chroni- 
scher Nephritis bei gleicher Kost und gleichartigen Harnmengen starke 
Differenzen der Kohlenhydratmengen des Urins. Die Verteilung der 
Kohlenhydrate der Fille chronischer Nephritis im Serum ergab ahnlich 
den von Lustig und Langer bei zwei Nephritisfillen gefundenen Ergeb- 
nissen hohe Werte fiir gebundenen NichteiweiBzucker bei normalen 
EiweiBzuckerwerten, so daB die bei Nephritis gefundene Vermehrung 
der im Serum vorhandenen nach Saurehydrolyse reduzierenden Sub- 
stanzen im Gegensatz zum Verhalten bei Carcinom, Pneumonie und 
anderen Erkrankungen nicht auf einer Vermehrung des EiweiBzuckers 
heruht. 


14* 
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Kohlenhydratausscheidung im Urin. 213 


Bei unseren weiteren Untersuchungen werden wir versuchen, den 
KinfluB der Belastung mit Kohlenhydraten oder Eiweif auf die Aus- 
scheidung der Kohlenhydrate im Urin bei pathologischen Fallen zu 
bestimmen. 

Zusammenfassung. 

Es wurden bei verschiedenen Erkrankungen mit Ausnakme von 
Diabetes die ausgeschiedenen Gesamt- und dextrinartigen Kohlen- 
hydrate im 24-Stunden-Urin bestimmt, wobei keinerlei besondere Er- 
hohungen bei verschiedenen pathologischen Zustinden beobachtet 
werden konnten. Neben der Nahrung ist die Kohlenhydratausscheidung 
bei Erkrankungen von individuellen Faktoren bedingt und unabhingig 
von der Koérpertemperatur (Fieber). 

Bei der Untersuchung von Fallen mit stark vermehrtem Eiweif- 
zucker oder gebundenem NichteiweiBzucker konnte keinerlei Einflufs 
der erhéhten Kohlenhydratwerte im Blut auf die Kohlenhydrataus- 
scheidung im Urin beobachtet werden. 





Beitrige zur chemischen Zusammensetzung von Miuse- 
Impfearcinomen sowie deren Beeinflussung durch verschieden.- 
artige Ernihrung. 


Von 


B. Kellner und B. Lustig. 


(Aus dem  pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftuny 


Wien III.) 


(Eingegangen am 10. Auqust 1932.) 


Die chemische Zusammensetzung von Carcinomen ist  vielfach 
untersucht worden, doch beschrianken sich die meisten dieser Unter- 
suchungen auf die Bestimmung oder Charakterisierung einzelner Be 
standteile. 


Im Carcinom sind nach Petry! die Nucleoproteide vermehrt bei gleic! 
zeitiger starker Verringerung der Menge des hitzekoagulablen Eiweife- 
Nach Kramer und Pringle? enthalt carcinomatéses Gewebe immer wenige: 
Rest- und EiweiBstickstoff als normales, was nach Robin? durch den gréBeren 
Wassergehalt der Tumoren bedingt ist. Die Art des Nucleoproteins diirft: 
nach Untersuchung von Neuberg? nicht verandert sein. Die Menge de: 
Kohlenhydrate im carcinomatésen Gewebe ist nach E. Frewnd® gegeniil 
dem Muttergewebe stark vermehrt. 3. Lustig’ fand in Punktionsfliissiz 
keiten von Carcinomatésen eine Vermehrung der kohlenhydratreichet 
EiweiBunterfraktionen. Auf der Vermehrung dieser Fraktion beruhen nac! 
Lustig und Langer® die im Serum Carcinomatéser gefundenen erhdhte: 
Werte fiir hydrolysierbaren Zucker. Uber die glykolytische Wirkung de- 
Carcinomgewebes unterrichten uns die Arbeiten Warburgs und _ seine! 
Mitarbeiter. Dische und Laszlo® fanden im carcinomatésen Gewebe und 
wenn auch in viel geringerem Mae in der Leber von carcinomkranke! 
Mausen im Gegensatz zu dem Gewebe der normalen Maus deutliche glyk: 


! Hofmeisters Beitr. 2, 94, 1902. 

2 Zit. in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 4, 464, II. Aufl. 

* Verhandl. d. Kongr. f. inn. Med., 8. 404. Wiesbaden 1889; Wiene! 
med. Wochenschr. Nr. 1, 1925. 

! Diese Zeitschr. 238, 307, 1931. 

5 Ebenda 242, 320, 1931. 


® Ebenda 175, 412, 1926. 
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iytsehe Wirkung. BR. Wolter! fand im menschlichen Carcinom eine Ver- 
mehrung des Cholesterins und Verminderung der Phosphatide. Bei Mause- 

voren fanden Blair und Bell? sowie Roffo und Corea® eine Vermehrung 
der Phosphatide. Lustig und Mandler* konnten bei der Untersuchung der 
Zusammensetzung der Lipoide normaler, carcinomatéser und melano- 
sarcomatéser Leber die Befunde von Wolter beziiglich der Cholesterin - 


vermehrung und der Phosphatidverminderung bestatigen. In benignen 
Maiusetumoren ist nach Yosuda® ein viel geringerer Phosphatidgehalt als 
in den malignen. Uber die Beeinflussung der chemischen Zusammen- 


setzung von Tumoren durch Nahrung konnten wir nur eine Angabe in 
jer Literatur vorfinden. 

Die Jodzahl der Lipoide von Mausetumoren wird nach Yasuda® 
durch die Nahrungsfette deutlich beeinfluBt, wobei aber die Jodzahl det 
Tumorlipoide immer niedriger als die der Nahrungsfette war. 

Unsere Untersuchungen schlieBen sich an die Arbeiten von Freund, 
Lustig und Kellner® iiber die Beeinflussung der Tumorempfanglichkeit 
und Wachstumsempfanglichkeit durch verschiedene Ernahrung, und 
beziiglich der Lipoidzusammensetzung an die Arbeit von B. Kellner®, 
welcher auf histochemischem Wege die im Carcinom vorhandenen 
Lipoide naiher untersuchte. 

Es wurden jeweils 4 bis 5 Wochen alte Lmpfearcinome von Mausen, 
welche schon 14 Tage vor der Impfung und bis zum Tode mit der ent- 
sprechenden Kostform gefiittert wurden, untersucht. Beziiglich der 
genauen Daten, Art der UCberimpfung, Verwendung der verschiedenen 
Kostformen, sei auf die vorher zitierte Arbeit von Freund, Lustig und 
Kellner verwiesen. Die verwendeten Kostformen waren: 

I. Normalkost. Als Normalkost fiir Mausefiitterung werden in 
unserem Institut rohe Milch und Brot verwendet. Es wurden Impf- 
tumoren von 20 bei dieser Kost gehaltenen Mausen in acht Serien 
(bestehend aus 1 bis 3 Tumoren) verarbeitet. 

II. Kohlenhydrat-élreiche, eiweiBarme, palmitinfreie Kost. Bei 
dieser Kostform wurden in zweimal entrahmter Magermilch, von welcher 
10) cem, mit Ather ausgeschiittelt, in den Ather nur allerauBerste Fett- 
spuren abgeben duften, 5°, Dextrose gelést, dann mit Hilfe von Olsiure 
und Soda 5%, Ol hineinemulgiert. AuBerdem wurde frischer Zitronensaft 
zu der Magermilch zugegeben. Das Geback wurde aus Mehl, Zucker 
und méglichst viel Ol hergestellt. Das gesamte EiweiB dieser Nahrungs- 


Diese Zeitschr. 55, 260, 1913. 
Lanzet 1924, S. 276; 1925, S. 1003; 1926, S. 657. 


to 


3 Ber. ii. d. ges. Physiol. 54, 735, 1930. 
4 Diese Zeitschr. 249, 352, 1932. 

5 Ber. ii. d. ges. Physiol. 58, 266, 1931. 
6 


Ebenda 64, 284, 1932. 
Zeitschr. f. Krebsforsch. 37, 355, 1932. 
Kellner, Morphologie der Fette in Carecinomen (im Druck). 
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form entsprach fast vollstandig dem in der Milch vorhandenen Cas«iy 
Von dieser Gruppe wurden die Tumoren von acht Mausen in fiinf Serio 
verarbeitet. 

III. Palmitin- und kohlenhydratreiche, olein- und eiweifarme Kosi. 
Fiir diese Kostform wurde die bei der Kostform II verwendete Mayer. 
milch ohne Dextrosezusatz mit 5° hineinemulgiertem Ol verwendet 
Als Gebick wurden Brétchen aus in unserem Institut hergestellten 
Casein mit méglichst viel Ol angewendet. Da bei dieser Gruppe bei den 
meisten Miusen der Impferfolg negativ war und bei den Tumormiius: 
nur ein geringeres Tumorwachstum als bei den Kontrollen vorhanden 
war, konnten mit den Tumoren von sieben Mausen dieser Gruppe nu 
zwei Bestimmungen durchgefiihrt werden. Beziiglich naiherer Einzc| 
heiten der Ernahrung und deren Einflu8 auf die Tumorempfanglichkeit 
sei auf die Arbeit von Freund, Lustig und Kellner verwiesen. 

IV. Palmitin- und eiweiBreiche, olein- und kohlenhydratarme Kost 
Bei dieser Kostform wurden die Mause mit Schlagobers und Geback 
aus Casein und Kernfett ernahrt. Von dieser Gruppe wurden insgesamt 
die Tumoren von vier Mausen in zwei Serien verarbeitet. 

Von den Tumoren wurden Trockensubstanz, EiweiB-, Reststickstoft 
freier EiweiB- und gebundener NichteiweiBzucker bestimmt und div 
Gesamtlipoide dargestellt. Von den Gesamtlipoiden wurden Menge, 
Phosphor-, Stickstoffgehalt, Saure-, Verseifungszahl, nach der Ver 
seifung Unverseifbares, Menge und Jodzahl, Jodzahl der Gesamtfett- 
siuren und der Cholesteringehalt bestimmt. 


Methodik. 


Die Bestimmung der Trockensubstanz geschah in der Weise, dali en 
Teil des fein zerhackten Tumors im Vakuum iiber Schwefelséiure bis zm 
Konstanz getrocknet und vor und nachher das Gewicht bestimmt wurc: 
Fiir die Bestimmung des EiweiBes und Reststickstoffs wurde etwa |! ¢ 
des fein zerhackten Tumors genau abgewogen, mit 5cem 10° iger NagSO, 
Lésung und 5 Tropfen 20° iger Essigsiure aufgekocht, filtriert und meh: 
mals mit heiBem Wasser nachgewaschen. Im Filtrat und im Niederschlag 
wurde nach Kjeldahlisierung der Stickstoff makro oder mikro bestimmt 

Fiir die Bestimmung des freien Zuckers muBten, da, wie Untersuchunge! 
ergaben, einige Minuten nach dem Tode des Tieres kein freier Zucker im 
Tumorgewebe mehr nachweisbar war, méglichst bald nach dem Tode des 
Tieres die glykolytischen Fermente unwirksam gemacht werden. Zu diesen 
Zwecke wurde mit Hilfe von Assistenz nach Tétung des Tieres durch Koy! 
abschneiden ein Teil des Tumors méglichst schnell in 5cem kochende- 
Wasser hineingegeben und zerkleinert. Zu dieser Lésung wurden dann 
etwas festes Natriumsulfat und einige Tropfen Essigsiure dazugegebe: 
noch einmal aufgekocht, zentrifugiert und der Niederschlag zweimal 
je 3cem heiBen Wassers gewaschen und zentrifugiert. Die vereinigt: 
Filtrate wurden auf Volumen aufgefiillt, in einem Drittel des Filtrats cd: 
Reststickstoff bestimmt und auf Grund des Reststickstoffs die hine 
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yevebene Tumormenge berechnet. Bei dieser Art der Verarbeitung wurden 
lic glykolytischen Fermente einige Sekunden nach dem Tode des Tieres 
uwirksam gemacht. Die Bestimmung des freien Zuckers geschah nach 
Hagedorn u. Jensen in der Weise, daB ein Drittel des Filtrats mit 2 cem 
Ferri¢vancalilésung (nach Hagedorn-Jensen) gleichzeitig mit einer Kon- 
trolle, bestehend aus dem gleichen Volumen 10° iger Natriumsulfat- und 
2cem Ferricyankalilésung, 15 Minuten im Wasserbad erhitzt und nach dem 
Erhitzen die Reduktion nach Hagedorn-Jensen bestimmt wurde. Die im 
Filtrat vorhandene Zuckermenge wurde nach der Formel von de Jongh! 
berechnet. In zweimal je | cem des Filtrats wurde der gesamte Nichteiweil- 
quicker nach Tilmanns-Philippi? in der Weise bestimmt, daB sie mit je 
0.5cem einer 2°,igen Orzinlésung in 33° iger Schwefelsaure und 15 cem 
60° iger Schwefelséure 10 Minuten in kochendem Wasserbad erhitzt wurden, 
nach dem Abkiihlen mit 60° iger Schwefelséiure auf 50 cem verdiinnt und 
gegen gleichbehandelte Zuckerlésungen mit ‘Hilfe eines Lichtkastens? 
colorimetriert wurden. Der Eiweifniederschlag wurde mit 1 cem 10° iger 
Natronlauge iiber Nacht stehengelassen, auf 10 cem aufgefiillt, dann in 
zweimal je leem der Zuckergehalt wie oben bestimmt. Alle Zuckerwerte 
wurden auf 100g Tumor umgerechnet. Der EiweiBzucker plus Gesamt- 
kohlenhydrate des Filtrats ergab den Gesamtzucker. Die Gesamtkohlen- 
hydrate des Filtrats weniger freien Zucker den gebundenen Nichteiweil- 
zucker. 

Die Darstellung der Gesamtlipoide erfolgte in der Weise, dab die ab- 
yewogenen fein zerhackten Tumoren mit dem fiinf- bis sechsfachen Volumen 
Aceton unter 6fterem Umriihren tiber Nacht stehengelassen, dann filtriert 
ind mit Aceton nachgewaschen wurden. Die vereinigten Acetonfiltrate 
wurden im Vakuum zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit dem 
trockenen Organ vereinigt, dann 8 bis 10 Stunden im Soxhlet mit Ather 
extrahiert. Da bei der direkten Extraktion bis 5°, der Gesamtlipoide nicht 
extrahierbar sind und die restlichen Lipoide nach. Untersuchungen von 
Lustig und Mandler* gegeniiber den direkt extrahierten eine abweichende 
Zusammensetzung haben, wurde das Tumorgewebe nach der direkten 
\therextraktion mit Pepsin und Salzséiure 48 Stunden im Brutschrank 
verdaut, dann im Vakuum zur Trockne eingedampft und der Riickstand 
wieder mit Ather extrahiert. Die geringen Lipoidmengen, die bei der zweiten 
Extraktion gewonnen wurden, wurden mit dem direkten Atherextrakt 
vereinigt. Die vereinigten Atherextrakte wurden zur Trockne eingediampft, 
wieder mit Ather aufgenommen und auf Volumen aufgefiillt. In einem Teil 
des Atherextraktes wurden hintereinander Menge gravimetrisch, Saurezah] 
ind Phosphorgehalt nach Embden in der Modifikation von M yrbdck-Roche® 
bestimmt. In anderen Teilen des Atherextraktes wurden der Stickstoff- 
gehalt und die Verseifungszahl ermittelt. Nach der Verseifung wurde 
die Menge des Unverseifbaren und des Cholesterins, sowie die Jodzahl des 
Unverseifbaren und der Gesamtfettsiuren mikro bestimmt.  Beziiglich 
yvenauerer Daten iiber die verwendeten Methoden sei auf die Mitteilung 
von Lustig und Mandler* verwiesen. 


' Diese Zeitschr. 216, 400, 1929. 

Ebenda 215, 36, 1929. 

Siehe Lustig u. Haas, ehbenda 231, 472, 1931. 

Diese Zeitschr. 249, 344, 1932. 

Nach Rona, Prakt. d. physiol. Chem. II. Verlag Springer 1930. 
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Die bei den einzelnen Tumoren erhaltenen Werte fiir Trock 
substanz, EiweiB und Reststickstoff, freien EiweiB- und gebunde: 
NichteiweiBzucker sind in der Tabelle I vereinigt. Die angegebe) 
Zahlen sind auf 100 g Tumor berechnet. Die fiir die Lipoidbestimm, 
verwendeten Tumormengen, ihr Lipoidgehalt, sowie die chemis| 
Zusammensetzung und Kennzahlen der Lipoide, auf 100g Lipoid 
berechnet, sind in der Tabelle IL vereinigt. 


Tabelle J. 





= Gebun- 
Trocken- — 


substanz o:..-o w : . Freier dener Eiweif-  Gesam 
Serie in %9 on “O% a Zucker = zucker zu 
feuchte ° i z-O 9 2 td z-9}5 i g 
Gechoteme in ng zucker in mg in m 
in mg- 
Gruppe I* 
Serie 1 18.6 3,04 0,14 61.0 149.0 318,0 519.0 
6° 3 22.0 3,34 0,24 73,0 61.0 205.0 339.0 
5 ** 21,4 2,65 0,22 13,0 90,0 195.0 298.0 
a. 20,5 2,68 0,21 58,0 111,0 152,0 $21.0 
oo! a 20,7 2.67 0,19 21,0 75,0 248.0 344.0 
Gruppe II * 
Serie 1 19,7 2.43 0,28 108,0 233.0 689.0 1030,0 
onke 20,6 — 0,28 110,0 125,0 405.0 640.0 
a. i 19,1 2,42 0,27 22,0 471.0 513.0 1006, 
5 21,2 2.92 0,27 68,0 97,0 283.0 448.) 
Gruppe Il 
Serie 1 22,2 2,33 0,21 51,0 127,0 357,0 535.0) 
oS 23,0 2.94 0,28 71,0 215,0 474.0 760.0 
a 21,2 2.59 0,26 26,0 110,0 285,90 421,() 
Gruppe IV 
Serie 1 21,4 2.40 0,16 neg. 92,0 286.0 378.0 
oe 22.8 3.02 0,28 108.0 248.0 456.0 
Gruppe \ 
Serie 1 22.0 2,80 0,29 ‘ 215.0 419.0 634.0) 
<< = 22,2 2,90 0,23 2 221.0 350,0 571.0 


* Von der Gruppe I, Serie 3, 4 und 7 und Gruppe II, Serie 3 wurden nur die Lip: 
untersucht. 
** Stark zerfallener Tumor. 


Diese Untersuchungen ergaben beziiglich des Gehalts an Eiweil- 
reststickstoff und Trockensubstanz keinerlei Differenzen (auf 100 ¢ 
Tumor berechnet) zwischen den einzelnen Kostformen. Freier Zucker 
war nur bei den kohlenhydratreich gefiitterten Tieren (Gruppe I bis IT! 
nachweisbar. Bei den eiweiBreichen, kohlenhydratarm ernahrten 
konnte_ keinerlei Reduktion bei der Bestimmung nach Hagedorn. 
Jensen beobachtet werden. Die Menge des gebundenen Nichteiwei- 
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zuckers zeigte mit Ausnahme des einen Wertes der Gruppe LI, Ser: 4 
keinerlei besonderen Unterschiede bei verschiedener Ernahrung. |) 
Gehalt an EiweiBzucker und Gesamtkohlenhydraten war bei den stiy\ 
kohlenhydratreich ernihrten der Gruppe II bis [lI deutlich erh« ji: 
Es gelingt also, durch kohlenhydratreiche Ernahrung die Menge 
freien und EiweiBzuckers zu beeinflussen. 

Durch fettreiche Ernihrung konnte nicht die Menge der Gesamt 
lipoide der Tumoren, wohl aber ihre chemische Zusammensetzuny 
beeinfluBt werden. Der Cholesteringehalt der Lipoide war bei den fett 
reich ernahrten Serien der Gruppen IL bis V im Durchschnitt héher «|. 
bei der fettarm ernihrten Gruppe I, bei unverindertem Gehalt 4) 
Unverseifbarem. Die Lecithinwerte zeigten weitgehende Schwankunge) 
zwischen 4 und 15%. Ebenso schwankten die Saéure- und Verseifungs 
zahlen unabhingig von der Art der Ernihrung. Auffallend hohe Siur 
zahl bei sehr niedriger Esterzahl wurde bei dem stark zerfallende 
Tumor der Gruppe I, Serie 5 beobachtet, bei gleichzeitigem hohem 
Gehalt an Unverseifbareni und Cholesterin. Durch die fettreiche Kos 
wurde die Jodzahl der Gesamtfettsiuren der Tumoren deutlich erhoht 
besonders bei den nur mit Olein ernihrten Mausen der Gruppen I! 
und IV. Die erhéhte Jodzahl war auch bei den mit Palmiti 
und Oleinfetten ernahrten (Gruppe III und V) deutlich nachweisha: 
Die Versuche beziiglich der Beeinflussung der Lipoide durch die §1 
nihrung besonders bei lecithin- und cholesterinreicher Kost werde: 
fortgesetzt. 

Zusammenfassung. 


Durch verschiedene Ernaihrung wird der Gehalt an Kohlenhydraten 
besonders der freie und EiweiBzuckergehalt, im Tumor beeinflulit 

Bei sehr fettreicher Ernahrung bleibt die Gewichtsmenge de: 
Lipoide in Prozenten des Tumorgewichts gegeniiber den fettarm ¢1 
nahrten unverandert. Die chemische Zusammensetzung der Lipoid 
wird durch die Ernaihrung beeinfluBt: bei Verfiitterung von olein 
reichen Fetten wurde eine Erhéhung der Jodzahl der Gesamtfettsduren 
gefunden. Ein stark zerfallener Tumor zeigt eine Vermehrung des 
Unverseifbaren, des Cholesterins und der freien Fettséuren auf Koste: 
des Neutralfettes. 
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Die Rolle der Hexosephosphorsiureester im Blute. 


Vi mm 
Kk. Widmann. 


Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Universitats-Klinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 10, August 1932.) 


Die in den Comptes rendus de lacademie des Sciences! von Mme. 
Andrée Roche und M. Jean Roche veréffentlichte Arbeit besagt, dafi 
Hexosephosphorsaureester, vor allem Glucose- und Fructosemono- 
phosphat sowie Fructosediphosphat als Zwischenprodukt bei der Glyko- 
lyse der roten hamolysierten Blutkérperchen angesehen werden miiBten. 
Ihre Behauptung stiitzen die Verfasser auf die Tatsache, daB beim 
Zusatz dieser Ester zu roten hamolvysierten Blutkérperchen das Re- 
duktionsvermégen sinkt und der mineralisierte Phosphor zunimmt. 
Nach unserer Ansicht kann man aus diesen Daten nicht den Schlub 
ziehen, daB jene Ester eine Zwischenstufe darstellen, vielmehr muf 
man sich mit der Tatsache begniigen, das die Phosphorsaureester von 
den Blutfermenten im Sinne einer Abspaltung von anorganischem 
Phosphor und unter einer Reduktionsverminderung verandert werden. 


Dem gegeniiber stehen unsere Befunde aus dem Jahre 1929 und 1930. 
Indem wir die iiberaus wichtigen Methoden und Ergebnisse von C. Veu- 
berg und M. Kobel? betreffend den Kohlenhydratabbau auf einige 
medizinische Fragestellungen iibertrugen, hatten wir die Glykolyse, 
d.h. die Bildung des Methylglyoxals, der Vorstufe der Milchsaure, zu- 
erst im tierischen* und dann im menschlichen* Blute bewiesen. Am 


' Cor. 195, 340, 1932. 

2 C. Neubergu. M. Kobel, diese Zeitschr. seit 1928 und andere diesbeziig 
lichen Arbeiten anderer aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie 
in Dahlem. 

3 EB. Widmann, ebenda 216, 479, 1929. 

4 EB. Widmann u. E. Schneider, ebenda 224, 157, 1930. 
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Widmann: Rolle der Hexosephosphorsaureester im Blute. 


Gesamtblut, an roten und weiben Blutkérperchen und hamolysier:« 


roten Blutkérperchen konnten wir die Bildung von Methylglyoxal «x 
hexosediphosphorsaurem Magnesium sogar quantitativ verfolgen.  Avifx 


genaueste ist dort beschrieben der Ubergang des Diphosphats in Mo 
phosphat, die Abspaltung der Phosphorsiure und das aus dem Zucke 
molekil entstehende Methylglyoxal. Wir glauben, ohne naher auf dik 
Arbeiten eingehen zu miissen, sagen zu kénnen, daB hiermit schon 
Jahren der beste und eindeutigste Beweis fiir die Rolle der Hexos 
phosphorsiureester im Blute beim Kohlenhydratabbau — geliefert 
worden war. 





Aus ¢ 


I 
fuhre 
mit j 
ihnlic 
suchu 
dieser 
die gi 
Seite 
konnt 
Anha’ 
ist bi 
des B 
iiberh 
Haup 

L 
nd F 
zwar | 
acetol 
ist nu 
eine § 
hervol 
so kaa 
elgent 
des Je 
Anhal 
UPSpreu 
sehen 
Aggre 


darste 
Vv 
der Jo 








Sey ! 


al aus 
\uf 
Mono 
ucker. 
ul lie 
mn 
eEXOSI 
liefert 





Zur Methodik der Blutjodbestimmung. 


Von 


EK. Widmann. 
Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Universitéts- Klinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 10. August 1932.) 


Die Arbeiten tiber die physiologische Bedeutung des Jods er 
fuhren einen wesentlichen Ansporn, als sich herausstellte, daB man 
mit jodhaltigen Verbindungen in der Lage war, eine schilddriisen- 
ihnliche Wirkung hervorzurufen; dadurch gewannen diese Unter- 
suchungen auch fiir die Klinik zunehmende Bedeutung. Gerade in 
dieser Hinsicht haben die methodischen Arbeiten von Th. v. Fellenberg 
die gr6éBte Férderung gebracht, so daB im allgemeinen von klinischer 
Seite die Fellenbergsche Methode sich den gréBten Anklang verschaffen 
konnte. Die Bestimmung des Jodspiegels im Blute gilt dabei als relativer 
Anhaltspunkt fiir das im Blute kreisende Schilddriisenhormon. Strittig 
ist bis heute noch die Frage, ob der bisher vorgenommenen Trennung 
des Blutjods in eine alkohollésliche und eine alkoholunlésliche Fraktion 
iiberhaupt eine Bedeutung zukommt, der letzteren hat man in der 
Hauptsache die stoffwechselférdernde Wirkung zugeschrieben. 

Die Anschauungen gehen hier jedoch auseinander, so haben G. Land: 
ind K. Wylfert! das Blutjod ihrerseits in drei Fraktionen aufgeteilt, und 
zwar a) eine wasserlésliche und acetonlésliche, b) eine wasserlésliche und 
acetonunlésliche, und ¢) eine wasserunlésliche Fraktion. In der neueren Zeit 
ist nun besonders von Abelin (2) die Trennung in eine séureunlésliche und 
eine séurelésliche Fraktion betont worden. Hebt man noch weiterhin 
hervor, daB Veil und Sturm noch eine Lipoidfraktion bestimmt haben, 
so kann man bei kritischer Ubersicht nur feststellen, dafs in der Tat dic 
eigentlich hormonalwirkende Verbindung im Organismus und die Rolle 
des Jods darin noch unbekannt ist, besonders nachdem sich mehr und mehr 
Anhaltspunkte dafiir ergaben, da das Thyroxin doch nicht, entgegen der 
urspriinglichen Annahme, als das genuine Hormon der Schilddriise anzu- 
sehen ist, vielmehr [Oppenheimer (3)] im besten Falle als Teil eines gréBeren 
Aggregates aufzufassen ist, das in dieser Form die Isolierung und Rein- 
darstellung erméglicht hat. 

Von chemischer Seite ist demgegeniiber mit Recht die Unsicherheit 
der Jodbestimmungsmethode betont worden, und die Arbeiten von Reith (4) 
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und Schwaibold und Harder (5) haben gerade darauf hingewiesen. 
Gegensatz zu den Ausfiihrungen von v. Fellenberg, wonach die 
bestimmungen mit seiner Methodik trotz aller Sorgfalt nicht die ho 
erreichbare Genauigkeit besitzen und sich leider nicht in allen Fallen 
Jodverlust durchfiihren lassen, stehen Blutuntersuchungen von klinisc} 
Seite, die mit haarscharter Genauigkeit einen Unterschied zwischen < 
Blutjodspiegel im Sommer und im Winter feststellen und mit einer 
nauigkeit von 47 in 100 cem erfassen. Die zunehmende klinische 
experimentelle Bearbeitung der PBasedowschen Erkrankung, besonders 
unter Beriicksichtigung der funktionellen Leistungsfaihigkeit der Schild 
driise, hat nun gerade die mit den gréBten methodischen Schwierigke ite: 
behaftete Blutjodbestimmung immer mehr in den Vordergrund geriickt, 
weil es aussichtsreich erschien, sich mit ihr der genaueren Bearbeitung \ 
wichtigen Einzelfragen zuzuwenden. (Vorbereitung zur Operation t 
Hilfe der Plumerschen Lésung, Auswirkung des thyreotropen Hormon 

Als wir nun in Fortfiihrung unserer eigenen Arbeiten (6) uns 
diesem Zwecke der von Schwaibold angegebenen Apparatur bedienten 
um eine gréBere Genauigkeit zu erzielen, erhielten wir derartig aus- 
einandergehende Resultate, daB wir uns nunmehr erneut in ausgiebigen 
methodischen Untersuchungen mit der Blutjodbestimmung befabten 
Unter Anwendung der von Schwatbold und Harder angegebenen Appa- 
ratur fanden wir dabei zunadchst bei sicherer und stets kontrollierte: 
Jodfreiheit der verwandten Reagenzien die gr6Bten Unterschiede bei 
dem gleichen Blute. 


Es ist allen denen, die sich mit Blutjoduntersuchungen  befatt 
haben, bekannt, daB die offene Veraschung ohne Zweifel den schwierigsten 
und unsichersten Teil der Analyse darstellt. Die Grenzen der Titration 
sind demgegeniiber bekannt. Unter Verwendung einer Mikrobiirette 
von 0,l ecm Fassungsvermégen und einer Einteilung in 0,01 cem, wie 
sie Veil und Sturm (7) angewandt haben, kann man beim Veraschen 
von 10 cem Blut und unter Verwendung einer n/500 Natriumthiosulfat 
lésung bei der Titration mit einem Tropfen = 0,02 cem mit Sicherheit 
8 y-% als unterste Grenze nachweisen. Mit der von Fellenberg an- 
gegebenen Titrationstechnik gelingt es bei Anwendung derselben Konzen- 
tration der Natriumthiosulfatlésung, noch mit 0.001 cem = 0,4 y-° 
zu titrieren. Die von Schwaibold und Harder angegebene Methode 
darf als bekannt vorausgesetzt werden. Wir selbst verwenden jetzt 
einen elektrischen Verbrennungsofen nach Dennstedt, weil wir der An- 
sicht sind, daB damit die Temperatur konstant gehalten werden kann 
im Gegensatz zur Gasheizung. Beziiglich der Verbrennung im Schiffchen 
mége darauf hingewiesen werden, daB es zweckmaBig ist, das Blut 
im Exsikkator oder im elektrischen Trockenschrank bei 80°  vor- 
zutrocknen. Unterschiede dabei haben wir nicht beobachtet. 


Trotz der sorgfiltigsten Verbrennung, wir verwandten jeweils 
5cem Blut, lieB es sich nun nie ganz vermeiden, daB weiBe Damyt« 
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das Rohr passierten und auch durch die beiden vorgeschalteten Wasch- 
flaschen mit verdiinnter Pottaschelésung (0.5 cem gesattigte Lésung auf 
2) cem Wasser) hindurch gingen. Die Nachpriifung ergab, daB die in 
den Waschflaschen zu findenden Jodmengen sehr gering waren und 
5y-% nie tibersteigen. Trotz einwandfreier Asche und trotz der Vor- 
schaltflaschen waren die Ergebnisse mehr als unbefriedigend. Auffallig 
war aber, daB bei technisch besonders schéner Veraschung im Schiffchen 
mitsamt den Vorlagen haufig gar kein Jod nachzuweisen war. Da dies 
nach allem, was wir bisher iiber Jod im Blute wissen, nicht stimmen 
konnte, ergab sich als einzige Méglichkeit, daB das Jod mit eben diesen 
weiBen Dampfen verlorengegangen sein miBte und da mithin auch 
der Grad der Erhitzung dafiir von ausschlaggebender Bedeutung sein 
muBte. Auffallig demgegeniiber war, daB Dijodtyrosin im Kontroll- 
versuch bei gleicher Temperatur verbrannt, im Schiffchen und in der 
Vorlage in den angewendeten Mengen immer nachzuweisen war. 

Angesetzt: 1 cem einer 0,005°,ig. Dijodtyrosinlésung ergab berechnet 
28 y Jod, gefunden 25, 22, 25, 28 y. 

Wir gingen in der Folgezeit daher dazu iiber, noch eine dritte 
Waschflasche dazuzuschalten, um das Jod der abziehenden Nebel zu 
erfassen. Ausgiebige Versuche mit starken Laugen, mit Sauren, schwach 
und stark, mit den verschiedensten organischen Lésungsmitteln fiihrten 
nicht zum Ziel. Die gewonnenen Werte wiesen immer noch die gr6éBten 
Schwankungen auf, auch lieBen sich die Daimpfe nicht ganz vermeiden. 
Erst die Verwendung von reinem Schwefelkohlenstoff lieB die Dampfe 
vollig zum Verschwinden bringen. Damit wurden nun auch hinsichtlich 
der Jodwerte auf einmal gleichmaBige Resultate erzielt. Bei guter 
Vertrocknung und Veraschung bei 500° und zum SchluB bei 550° 
15 bis 20 Minuten lang, erhielten wir nunmehr im Blute des Erwachsenen 
folgende Resultate, die wir als Durchschnittsnormalwerte ansehen 
mussen : 

Tabelle I. 





Im Rohr bei 500° verascht 
aetiiiiattadl Original Fellenhera 
Schiffchen und Vorlage 3 mit etwa 300 bis 350° 
Vorlage 1 und 2 Schwefelkohienstoff 


Diagnose 


Appendicitis chronica . 0 28,5 8.4 
MeniseusabriB . . .. 0 27 8,2 
Panaritium ... ‘ 0 42 14 
Mamma Ca ..... 0 36 16 
Oberarmfraktur . . . 0 32 12 
Fubverletzung . ... 0 34 15 


Das Blutjod mu8 danach also in eine beim Veraschen flichtige 
organische Verbindung iibergehen, die als solche die Kaliumcarbonat- 
flaschen passieren kann und erst im Schwefelkohlenstoff zuriickgehalten 


Biochemische Zeitschrift Band 254. 15 
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wird. Jod als KJ diirfte normalerweise nicht vorhanden sein, wie (er 
O-Wert im Schiffchen und den beiden ersten Vorlagen anzeigt. |i. 
Blutjodwerte in y-°% berechnet liegen dabei wesentlich héher als dic 
mit der Original-Fellenberg-Methode gefundenen. Deshalb muBte 7). 
naichst nachgepriift werden, wie eine verainderte Veraschung die .J«d. 
werte nach der Fellenbergschen Methode beeinfluBt. 

v. Fellenberg verascht das Blut im Muffelofen bei konstanter Tempo. 
ratur und legt Wert darauf, daB der Wasserauszug héchstens gelblicly 
Farbe zeigt. Wird nun die Veraschung im Tiegel langsam bei niedere: 
Temperatur nur so weit vorgenommen, da das Filtrat eine Braun- 
firbung aufweist, dann steigen die Jodwerte sofort an. 


Tabelle Il. 





pi 5 ¢ iM ~ 
Im Rohr bei 500° verascht Fellenberg nur bis 





Magness Schiffehen und Vorlage 3 mit sane" jae ’ 
Vorlage 1 und 2 Schwefelkohlenstoff “ 
Hodensarkom 0 84,5 30,2 
Appendix 0 34 32 
Fraktur. . . 0 42 33 
Meniscus ' 0 27 27 
Armverletzung . 0 32 30 
Kopfverletzung 0 38 r 28 


Es ist die Frage, ob diese Erhéhung darauf zuriickzufiihren ist, 
daB eine an sich fliichtige organische Jodverbindung auf diese Weise 
mit erfaBt wird, oder ob die Erhéhung dadurch zustande kommt, daj 
nicht vollstaindig veraschte organische Produkte eine Tauschung herbei- 
fiihren, z. B. durch Anlagerung und nachherige Abspaltung von Brom 
bei der Oxydation. Das letztere erscheint deshalb unméglich, weil der 
nachherige wasserige und alkoholische Extrakt vollstaéndig klar ist 
Es ist auffillig, daB gerade die Frage der Temperatur bei der Ver- 
aschung noch nicht erértert worden ist, obwohl wahrscheinlich gerade 
sie von ausschlaggebender Bedeutung ist. 

Die Temperaturverhaltnisse und Zeiten der eigentlichen Ver- 
aschung sind aus der nachsten Tabelle ersichtlich. Die dabei gefundenen 
Werte sind die der friiheren Tabellen. 


Tabelle IL. 
Tabelle der Temperatur. 





Anfangs- Eigentliche 


; Veraschungs- Endtemperatur Zeit in Minuten Bemerkunge! 
temperatur temperatur 
Veraschung im Rohr. 
0—500° ; 20 Keine Ascheteilc! 
500° 90 mehr vorhanid: 
550° 15 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Anfangs- Eigentliche 


temperatur Veraschungs- Endtemperatur Zeit in Minuten Bemerkungen 
temperatur 


Veraschung nach v. Fellenbery. 


0—100° 150—200° 20 Braunes Filtrat. 
20 
979 10 


J0—100 150—200 20 Hellgelbes Filtrat. 
20 
350° 10 


Die Blutjodbestimmungen beruhen auf der Jodstirkereaktion, 
trotzdem muB es auffallig erscheinen, daB die gewonnenen Blutjodwerte 
anscheinend alle nur auf diesem AnalogieschluB aufgebaut sind; es war 
deshalb gerade in diesem Zusammenhang von Wichtigkeit, das im 
Schwefelkohlenstoff nachzuweisende Jod als AgJ zu_identifizieren, 
dieser Nachweis lieB sich in der Tat fiihren, iiber die quantitativen 
Verhaltnisse wird spater berichtet werden. 


In diesem Zusammenhang und gleichzeitig auch fiir die Klinik von 
ausschlaggebender Bedeutung muBten weiterhin Untersuchungen sein, 
die sich auf das Verhalten von jodhaltigen Zusitzen erstreckten. Gerade 
derartige Untersuchungen werden immer als Testobjekt fiir die Brauch- 
barkeit der Jodbestimmungsmethoden angegeben. Anorganische Jod- 
zusitze kénnen hier nicht interessieren. Sie wurden immer quantitativ 
im Schiffehen und in den beiden ersten Vorlagen wiedergefunden. 
Wichtiger erschienen Zusaitze von Dijodtyrosin und Thyroxin. Die 
Werte ergeben sich aus Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





Veraschung im Rohr 


Schiffchen und Vorlage Vorlage 3 
1 und 2 mit Schwefelkohlenstoff 
= , 
a a a a 0 42 
2.6 y Jod als Dijodtyrosin zugesetzt 2,6 42 
25 y Jod als Thyroxin zugesetzt . . 24 39 
ee eee 0 37 
2.6» Jod als Dijodtyrosin zugesetzt 2.4 37 
25 y Jod als Thyroxin zugesetzt . . 28 35 
ee 0 39 
2.67 Jod als Dijodtyrosin zugesetzt 2,5 38 
25 y Jod als Thyroxin zugesetzt. . 26 40 
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Der Zersetzungspunkt des Thyroxins liegt bei 239°, derjenige 
Dijodtyrosins bei 195°. Beide Verbindungen sind nicht fliichtig, auch n 
bei der viel héheren Veraschungstemperatur (500°). Das Jod dieser \ 
bindungen ist demnach quantitativ im Schiffchen und in Vorlage 1 und 
wiederzufinden. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Abfangmethode fiir fliichtiges, organisches Jod mit 


Schwefelkohlenstoff bei der Veraschung im Rohre nach Schwaihold 


unter Verwendung des elektrischen Verbrennungsofens angegeben. 

2. Im normalen menschlichen Blut ist unter den angefiihrten Be- 
dingungen kein anorganisches Jod vorhanden. Die Wichtigkeit de 
Veraschungstemperatur wird betont. 

3. Die gefundenen Jodwerte im normalen menschlichen Blute liegen 
unter Verwendung dieser Methode wesentlich héher, als bisher angegeben, 
und sind etwa mit 32 y-% als normal anzusehen. 

4. Jod in Form von Thyroxin und Dijodtyrosin dirfte im Blute 
nicht vorhanden sein. 
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Uber den Co-Zymase- und Co-Carboxylasegehalt 
des Rattenorganismus bei B-Avitaminose. 


Von 


P. E. Simola. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 18, August 1932.) 


Obgleich man trotz der gewaltigen Arbeitsmenge, die man zur 
Aufklarung der B-Avitaminose aufgewandt hat, zurzeit noch nichts 
Sicheres tiber den Wirkungsmechanismus der B-Vitamingruppe sagen 
kann, gibt es manche experimentelle Tatsachen, die sehr stark dafiir 
sprechen, da8 irgendeine besondere Beziehung zwischen der B-Vitamin- 
gruppe und dem Kohlenhydratstoffwechsel bestande. 


So konstatierte Funk (1914), daB einerseits groBe Mengen von Kohlen- 
hydraten bei Tauben eine Beschleunigung des Beriberiausbruches hervor- 
rufen, ein Befund, der mit den alten Angaben von Eijkmann (1897) und 
Braddon und Cooper (1911) tibereinstimmte, und daB andererseits bei 
Taubenberiberi der Blutzuckergehalt erhéht, der Glykogengehalt der 
Leber stark vermindert ist. Spater sind diese Befunde von manchen Seiten 
bestatigt worden, obgleich auch widersprechende Angaben nicht fehlen. 

Eine besondere Empfindlichkeit der avitaminotischen Tiere gegeniiber 
der Kohlenhydratzufuhr geht deutlich aus den spéteren Arbeiten von 
Abderhalden (1922), Randoin und Simonnet (1923), T'scherkes (1926), Evans 
und Lepkowsky (1929) sowie Kauffmann-Cosla, Vasilco und Oeriu (1932) u. a. 
hervor. Eine Steigerung des Blutzuckergehaltes bei der B-Avitaminose ist 
spiter u.a. von Shinoda (1924), Kuzuki (1924), Randoin und Lelesz (1924), 
Collazo und Pi-Suner- Bayo (1931) und Bell (1931) bei Tauben, Hirai (1921) 
hei Ratten und Hosakawa (1924) bei Kaninchen festgestellt worden. Im 
Gegensatz zu diesen Angaben sei angefiihrt, daB Eggleton und Gross (1926), 
Sure und Smith (1929), sowie Bell bei Ratten keine Steigerung des Blut- 
zuckers gefunden haben, und daf§S nach den Arbeiten von Drummond und 
seinen Mitarbeitern (1926, 1927) die bei avitaminotischen Tauben und 
Aatten mdglicherweise vorkommenden Veranderungen des Blutzuckers 
ganz einfach auf die Inanition der Versuchstiere zurtickzufiihren sind. 
Die Verminderung des Leberglykogens bei B-Avitaminose haben u. a. 
Abderhalden, Evans und Gross, Sure und Smith, sowie Coliazo und Pi-Suner- 
Bayo bestatigt. Nach Evans und Gross diirfte auch in diesem Falle hier die 
Ursache nur in der verringerten Nahrungsaufnahme zu suchen sein. Randoin 
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und Lelesz fanden bei guter kiinstlicher Nahrung keine Verminderung 
Leberglykogens bei Taubenberiberi. 

Auf irgendeine St6érung im Kohlenhydratstoffwechsel deuten ferne: 
pathologisch erhéhten Milchsiurewerte, die Collazo und seine Mitarbeit« 
(1926, 1931), Tanaka (1928) und Hayasaka (1929) im Blute, Kinners!: , 
und Peters (1930) in gewissen Gehirnpartien gefunden haben, und die von 
Roche (1931) behauptete Anhiufung von irgendwelchen Drei-Kohlenst: 
verbindungen im B-aviminotischen Organismus. 

Recht oft hat man in der Literatur die Frage besprochen, ob nicht dic 
gefundenen St6rungen des Kohlenhydratstoffwechsels auf ein fehlendes 
Vermégen des Organismus, Kohlenhydrate zu verbrennen, zuriickzutiihren 
sind. Magne und Simonnet (1922) untersuchten das Verhalten des respirator 
schen Quotienten bei B-Avitaminose und fanden, daB die Verabreichuny 
des Traubenzuckers keine Steigerung des respiratorischen Quotienten, 
wie bei normalen Tieren, verursacht. In gleicher Richtung gingen auch die 
Versuche von Caridroit (1922). Nach Gerstenberger (1922), Anderson wn 
Kulp (1922), Mattill (1923) und Gulick (1922, 1924) sind aber keine fii: 
B-Avitaminose charakteristischen Veranderungen des respiratorischen 
Quotienten bei B-Avitaminose nachzuweisen. 

Ob itiberhaupt eine Verminderung der OxydationsgréBe des Ge 
webes, wie behauptet, wirklich fiir die B-Avitaminose kennzeichnend ist, 
ist einstweilen kaum definitiv entschieden worden. Die Arbeiten von 
Abderhalden und Mitarbeitern (1920, 1921, 1922, 1931), Hess (1921). 
Fleisch (1921), Vasdrhelyi (1926), Jono (1926), Yaoi (1928), Tsukamoto 
(1928) und Gavrilescu und Peters (1931) u. a. sprechen stark dafiir. Im 
Widerspruch stehen u.a. die kritischen Studien von Roche (1925) sowie 
Drummond und Marrian (1926). Nach Drummond ist die Verminderung 
der Gewebsoxydation nur als eine Hungererscheinung zu betrachten. Die 
Vermutung, daB die Anhéufung der Milchséure im Organismus auf eine 
Abschwiachung des Milchséiure oxydierenden Systems beruhe, fand bei 
den Versuchen von Guha (1931) keine Bestatigung. 

Interessant ist die Beobachtung von Findlay (1921), daB bei B-avita- 
minotischen Tauben eine Verminderung des Gehaltes der Leber an dem 
das Methylglyoxal in Milchséure umwandelnden Enzyms, Glyoxalas», 
bestehe. Jiingst ist die Frage iiber die Rolle der Glyoxalase bei B-Avita- 
minose in einer etwas anderen Form aufgetaucht. Vogt-Meller (193) 
glaubt namlich feststellen zu kénnen, daB der Organismus bei B-Karenz 
Hexosediphosphat nur in das Methylglyoxalstadium iiberfiihrt, weil das 
Glyoxalasesystem hierbei abgeschwacht ist. Die Ursache hierfiir bestéande 
nach Vogt-Meller nicht in einer Verminderung des Glyoxalasegehaltes. 
sondern in irgendeinem ungeeirneten Verhaltnis Glyoxalase /Co-Enzym. 
Mit dem Begriff Co-Enzym diirfte er wahrscheinlich das bekannte, an dein 
Kohlenhydratabbau teilnehmende Co-Enzym, Co-Zymase meinen. Spate! 
teilt er mit, daB der Gehalt des Organismus an diesem Co-Enzym schon 
durch eine begrenzte Nahrungszufuhr herabgesetzt werden kann. 

Der Gedanke, da das B-Vitamin die Rolle irgendeines Co-Enzymnis 
spiele, ist nicht neu. Es gab friiher viele Umstande, die die Méglichkeit 
einer Identitat des ,,B-Vitamins** mit der Co-Zymase nahelegten. Dic 
spaiteren chemischen Untersuchungen [vgl. v. Euler und Myrbdck (192%. 
1931), Jansen und Donath (1926), Windaus, Tschesche, Ruhkopf, Laque: 
und Schultz (1932)| haben klar zutage gelegt, da dies beziiglich des 
langst bekannten antineuritischen Faktors nicht zutreffen kann. Wie 
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bekannt, enthalt aber Gas alte ,.B-Vitamin“ eine Menge anderer Faktoren. 
Durch die Arbeiten der anglosaichsischen Autoren ist das ,.B-Vitamin* 
in folgende Komponenten aufgeteilt worden: 

B, = antineuritischer Faktor, 

B, = antidermatitischer Faktor [Anti-Pellagrafaktor P—P von Gold- 

berger (1926)], 
B, = wasserléslicher Faktor fiir Tauben nach Williams und Water- 
man (1927), 

B, = Wachstumsfaktor fiir Ratten nach Reader (1929), 

Y = Wachstumsfaktor fiir Ratten nach Chick und Copping (1930). 

Die Méglichkeit, daB zwischen der Co-Zymase und einer von den vier 
letztgenannten Komponenten irgendeine Beziehung bestinde, ist einst- 
weilen keineswegs ausgeschlossen. 

GréBeres Interesse als die Co-Zymase hietet jedoch bei der B-Vitamin- 
forschung das von Auhagen (1931) jiingst gefundene neue Co-Enzym, 
Co-Carboxylase, deren eventuelle Rolle bei den B-avitaminotischen Stérungen 
bisher nicht in Betracht gezogen worden ist. Es liegt ja die Vermutung nahe, 
daB eventuell die bei B-Karenz gefundene Anhaéufung von Drei-Kohlenstoff- 
verbindungen ganz einfach auf eine durch den Mangel der Co-Carhoxylase 
bewirkte Verminderung der Decarboxylierung von Brenztraubensiure 
beruhe. Es ist versténdlich, daB die Stockung des Kohlenhydratabbaues 
in dieser Phase auch St6rungen im Mechanismus der Zelloxydation mit 
sich bringen kann. 

Dagegen kommt dem dritten wichtigen Aktivator des Kohlenhydrat- 
abbaues, dem Insulin, nach den friiheren Untersuchungen keine wesentliche 
jedeutung bei den B-avitaminotischen Stérungen zu. 


Nach den in diesem kurzen Uberblick besprochenen Beziehungen 
zwischen der B-Avitaminose und dem Kohlenhydratstoffwechsel er- 
schien es angebracht, das Verhalten der Co-Zymase und Co-Carboxylase 
bei B-Karenz einer etwas eingehenderen Untersuchung zu unterziehen. 
Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war zunachst zu priifen, ob 
sich der Gehalt des Organismus an diesen Aktivatoren durch den voll- 
stindigen AusschluB der B-Vitamingruppe weitgehend beeinflussen 
laBt. Findet man dabei keine wesentliche Verminderung, so kann man 
danach die Aktivatoren mit gutem Grunde beziiglich der Entstehung 
der B-Avitaminose auBer acht lassen. Ferner bezweckten die Versuche 
nebenbei orientierungsweise AufschluB zu erhalten, in welchem Mabe 
der Gehalt des Organismus an diesen Aktivatoren von verschiedener 
Nahrung und von Zufuhr anderer Vitamine abhangig ist. 


Zur Methodik. 
Als Versuchstiere wurden junge, weiBe und schwarzweibe La- 
boratoriumsratten von 35 bis 120g Anfangsgewicht verwendet. 


Die benutzte vitaminfreie Grundkost hatte die folgende Zusammen- 
setzung : 
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Grundkost Salzmischung (Mc Collum) 
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Um den B-Bedarf derjenigen Tiere zu decken, wo nicht die Absicht 
war, bei B-Karenz zu ernahren, wurden der Grundkost als B-Angebot 
40 Teile frischer Backerhefe zugegeben. Die Zufuhr von A- und D-Vita- 
minen geschah durch eine tagliche Verabreichung von 0,02 mg Carotin 
und 0,0004 mg Vigantol in Arachidéllésung. In einigen Fallen wurde 
noch als C- Quelle pro Tag 0,15cem mit Natriumcarbonat neutralisierte: 
Zitronensaft hineinpipettiert. 

Die in zwei Versuchsserien verwendeten rachitischen Tiere waren 
5 Wochen auf einer etwas modifizierten Mc Collum-Kost 3143, bei tig. 
licher Zufuhr von 1 ccm verdiinnter Hefeemulsion, gehalten worden 


Als Organe, deren Co-Zymase- und Co-Carboxylasegehalt bestimmt 
wurde, wurden die Leber und das Gehirn verwendet. Auf die An- 
wendung von Muskeln wurde nach ersten orientierenden Versuchen 
verzichtet, weil die schnelle Anschaffung von geniigend groBen Muske! 
massen bei kleinen B-avitaminotischen Tieren wegen des starken 


Verkiimmerns der Muskulatur oft erschwert und so die Gefahr der 


Stérung der Aktivatoren beim Praparieren vorhanden ist. 


Nachdem das Tier durch Dekapitierung getétet war, wurden 
sofort die Leber und das Gehirn herausprapariert, auf einem mit 
Ejs-Kochsalzmischung abgekiihlten Uhrglas gefroren, dann gewogen 
und auf dem Uhrglas schnell mit einer Schere zerschnitten. Danach 
wurde die zerkleinerte Muskelmasse in die 2,5fache Menge kochenden 
Wassers hineingeworfen und dann die ganze Masse einmal bis zum 
Kochen aufgewirmt. Nach dem Stehen von 5 Minuten wurde der 
Kochsaft durch Gaze filtriert, das Filtrat in einem Kalteschrank sofort 
gefroren und dann in gefrorenem Zustand eine Nacht bis zum be- 
ginn der Garversuche aufbewahrt. 


Die simtlichen Garversuche wurden unter Anwendung von Mikro- 
methodik im Schiittelthermostaten bei 30° ausgefiihrt. Weil bekanntlich 
mit verschiedenen Apo-Zymasepriparaten nicht genau _ dieselben 
Aktivitaétswerte fiir ein und dasselbe Co-Zymasepriparat erhalten 
werden, wurde bei simtlichen Versuchen ein und dasselbe Apo-Zymase- 
praparat benutzt. Ebenso kam bei den Co-Carboxylaseversuchen 
nur ein einziges Atio-Zymasepraparat zur Anwendung. Beide Priparate 





2e1gt 
0.5 ef 
geful 
) 
volur 
Hexc 
0, 

é; 

des ( 
Glue 
Zymi 
Aceté 
0, 


! 
wieds 
gleicl 
reich 
erste 
gemi: 
die « 
Zuful 
Tabe 
dene! 
wurd 
Ratt 

} 
fiir d 
es ni 
auf 
Tiere 
laseg 
Zuful 
Labo 
dages 
zu be 
Versi 
ziem] 
iibere 
und | 








bsicht 
wehot 
-Vita- 
arotin 
wurde 
slerter 


waren 
i tag- 
orden 
‘immt 
e An- 
uchen 
uske] 
arken 
r der 


urden 
1 mit 
vogen 
ynach 
enden 
zum 
» der 
sofort 
1 Be- 


fikro- 
itlich 
elben 
alten 
nase- 
ichen 
arate 





Co-Zymase- und Co-Carboxylasegehalt des Rattenorganismus. 233 


zcigten eine schwache Selbstgirung, die bei der Apo-Zymase etwa 
0.3 cem, bei der Atio-Zymase 0,2 com CO, pro Stunde betrug und von 
gefundenen Kohlensiuremengen in Abzug gebracht wurde. 

Bei den Co-Zymaseversuchen enthielt der Géaransatz (Gesamt- 
volumen 2 ccm) 0,3 g Apo-Zymase -+- 0,1 g Glucose + 0,l cem 5 %ige 
Hexosediphosphatlésung + 0,5 cem 10 %,iger Phosphatpuffer von px 6,4 

0.9 cem Wasser + 0,5 cem Kochsaft. 

Bei den Co-Carboxylaseversuchen war die Zusammensetzung 
des Gairansatzes (Gesamtvolumen 1,9 ccm) 0,2 g Atio-Zymase + Ol g 
Glucose +- 0,15 cem 5°%,ige Hexosediphosphatlésung -++- 0,1 cem Co- 
Zymase (= 60 Co) + 0,1 ccm 0,2 mol. MgCl,-Lésung + 0,1 cem 1,5 %hige 
Acetaldehydlésung + 0,5 cem 10%,iger Phosphatpuffer von py 6,4 

0,15 cem Wasser +- 0,8 ccm Kochsaft. 
Die angewandten Kochsaftmengen waren immer dieselben. 


Versuche. 


Die Resultate der Untersuchungen sind in folgenden Tabellen 
wiedergegeben. Die fiinf ersten Versuchsserien beziehen sich, um Ver- 
gleichswerte fiir B-freie Versuche zu erhalten, auf Ratten, die unter 
reichlicher B-Zufuhr ernihrt wurden. Von diesen waren in den zwei 
ersten Versuchsserien die Tiere mit der natiirlichen, vitaminreichen, 
gemischten Rattenkost gefiittert, in den drei folgenden hatten die Tiere 
die oben angegebene, durch Hefe erginzte Grundkost unter taglicher 
Zufuhr von A-, D- und C-Vitamin erhalten. Die folgenden fiinf 
Tabellen veranschaulichen die Ergebnisse von fiinf Versuchsserien, in 
denen bei B-Karenz ernaihrte Ratten als Versuchstiere verwendet 
wurden. Zuletzt sind zwei mit A- und zwei mit D-avitaminotischen 
{atten ausgefiihrte Versuche wiedergegeben. 

Bei Betrachtung der ersten fiinf Versuchsserien ergibt sich der 
fir die Beurteilung der spaiteren Versuche sehr wichtige Befund, dab 
es nicht gleichgiiltig ist, ob man als Vergleichstiere fiir B-freie Ratten 
auf gewohnlicher Rattenkost oder auf synthetischer Kost gehaltene 
Tiere verwendet. Die Versuche erweisen, da die Werte des Co-Carboxy- 
lasegehalts in Leber und Gehirn bei synthetischer Kost trotz reichlicher 
Zufuhr von Hefe etwa zwei bis dreimal kleiner sind als bei gewOhnlichen 
Laboratoriumstieren. In dem Co-Zymasegehalt des Organismus ist 
dagegen unter diesen Bedingungen kein wesentlicher Unterschied 
zu beobachten. 

Aus den folgenden fiinf mit B-avitaminotischen Tieren ausgefiihrten 
Versuchsserien geht hervor, daB die Werte der Co-Zymasebestimmungen 
ziemlich gut mit denjenigen der mit Hefe. gefiitterten Versuchstiere 
iibereinstimmen. Dagegen sind die Co-Carboxylasewerte der Leber 
und des Gehirns noch geringer als die ohnehin sehr niedrigen Werte 
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Tabelle J. 
Als Versuchstier normale, auf Gemischtkost gehaltene Ratte. Gewicht 4 





— 


Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylasebestimmun; 
iniinins 0,5 cem 0,5 cem Ge- 0.8 ecem 0,8 ccr 
Zusatz: Leberextrakt hirnextrakt Leberextrakt hirnextrak; 
Std. ecm CO, 
0,25 0,10 0,15 0,15 0 0,10 0,10 
0,50 0,15 0,30 0,35 0,05 0,25 0,20 
0,75 0,20 0,80 0,60 0,10 0,50 0,45 
1,00 0,25 1,60 0,90 0,15 0,90 0,65 
1,25 0,30 2,20 1,40 0,20 1,40 0,99 
1,50 0,40 2,90 1,80 0,25 1,80 1.20 
1,75 0,50 3,90 2,20 0,30 2,20 1,40 
2,00 0,60 4,70 2,69 0,35 | 2,50 1,80 
_. cem COs 
et 2,8 1,4 1,4 1.0 
Abzug der Selbstgarurg 
Gehalt von l eem Extrakt 56 28 18 13 


an Co bzw. Cb 


Tabelle II. 


Gewicht 81 ¢ 


Als Versuchstier normale, auf Gemischtkost gehaltene Ratte. 





Co-Zymasebestimmung 


Leberextrakt | hirnextrakt Leberextrakt | hirnextrakt 
‘ Std. eem CO, 
0,25 0,10 0,2 0,2 0 0 0,05 
0,50 0,20 0,6 0,4 0,05 0,10 0,10 
0,75 0,25 1,4 0,7 0,10 0,30 0.35 
1,00 0,30 2,1 0.9 0,20 0,50 0,60 
1,25 0,35 2,8 1,3 0,25 0,80 0,99 
1,50 | 0,40 3,9 1,6 0,30 1,20 1,20 
1,75 0,50 5,0 2,0 0,35 1,50 1,59 
2,00 0,60 6,0 2,4 0,40 1,80 1,70 
— ecm COg 
3a 3,6 1,2 1,1 0.9 
Abzug der Selbstgirung 
Gehalt von leem Extrakt 7,2 24 14 1.1 


an Co bzw. Cb 
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Tabelle ITI. 


Als Versuchstier 25 Tage auf B-haltiger Grundkost bei taglicher A- und 
D-Zufuhr gehaltene Ratte. Gewicht 52 g. 














Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylasebestimmung 
Zusatz: Fn eae he a Lebtoontonkt aden 

” Std. | ona eeeemsne ——. 

0,25 0,10 0.1 0,1 0 0 0,10 

0,50 0,20 0,4 0,3 0 0,05 0,15 

0,75 0,35 1,2 0,6 0,10 0,15 0,25 

1,00 0,45 1,8 0,9 0,15 0,25 0.30 

1,25 0,50 2,4 1,4 0,20 0,35 0,40 

1,50 0,55 3,3 1,8 0,25 0,50 0,50 

1,75 0,60 44 2.3 0,30 0,65 0,65 

2.00 0,75 5,5 2,8 0,35 0,85 0,95 

-cem CO, 
“=a 34 1,6 0,4 0,5 
\bzug der Selbstgiirung | 

Gehalt von 1cem Extrakt 68 3.2 05 06 


an Co bzw. Cb 


Tabelle IV. 
Als Versuchstier 27 Tage auf B-haltiger Grundkost bei taglicher A- und 
D-Zutuhr gehaltene Ratte. Gewicht 70 g. 





Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylasebestimmung 
Zusatez : manu Sones Lelbcocamalet aenentoeles 

Std. - eem CO, 
0,25 0,10 0.1 0.2 0.05 0,05 0.05 
0,50 0,20 0,4 0,6 0,10 0,10 0,20 
0,75 0,30 1,3 1,0 0,15 (1,20 0,30 
1,00 0,40 1,9 1,5 0,20 0.35 0.45 
1,25 0,45 2,6 2,0 0,25 0,45 0,60 
1,50 0,55 3,4 2,6 0,30 0,65 0,80 
1,75 0,65 4,6 3,1 0,40 0,90 1,00 
2,00 0,70 5,8 3.6 0,45 1,10 1,20 


_. cem C Og ‘ 
max Std. nach 36 1.8 0.5 05 
{bzug der Selbstgirung 


Gehalt von 1 cem Extrakt 
an Co bzw. Cb 


3.6 06 06 
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Tabelle V. 
Als Versuchstier 30 Tage auf B-haltiger Grundkost bei A- und D-Zyji\}) Als Ve 
gehaltene Ratte. Gewicht 83 g. 








a — 
Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylasebestimmuny 
ee 0,5 cem 0,5cem Ge- 0,8 ccm 08 cc 
Zusatz : Leberextrakt hirnextrakt Leberextrakt hirnex 
Std. ecem CO, 
0,25 0,10 0,25 0,25 0 0,10 0,1! 
0.50 0,15 0,40 0,40 0,05 0,15 0,15 
0,75 0,20 0,60 0,70 0,10 0,20 0.25 
1,00 0,35 0,90 0,90 0,15 0,30 0,30 
1,25 0,45 1,40 1,30 0,20 0,45 0,40 
1,50 0,55 2,00 1,80 0,30 0,60 0,55 
1,75 0,60 2,50 2,30 0,35 0,75 0,65 
2,00 0,65 3,10 2,80 0,40 0,95 0.85 
» ‘ , 
max a nach 1.9 1.6 0.4 03 max 
Abzug der Selbstgirung {bzug d 
Gehalt von 1cem Extrakt « ° - sehalt ¥ 
an Co bzw. Cb 3,8 3,2 0,5 OA an 


Tabelle VI. 


Als Versuchstier 24 Tage auf B-freier Grundkost bei taglicher A- und Als V 
D-Zufuhr gehaltene Ratte. Gewicht 41 g. 








Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylasebestimmung 
Pusebe 0,5 cem 0,5cem Ge- 0,8 cem 0,8cem (ir 
at ae i Leberextrakt hirnextrakt Leberextrakt hirnextrak: 
Std. ecm CO»2 
0,25 0,05 0,1 0,10 0 0 0 
0,50 0,10 0,4 > 0,25 0,10 0,10 0,05 
0,75 0,15 1,0 0,50 0,15 0,15 0,10 
1,00 0,20 1,8 0,80 0,20 0,29 0,15 
1,25 030° 2.4 1,10 0,20 0,25 0,20 
1,50 0,40 3,2 1,50 0,30 0,35 0,25 
1,75 0,50 4.0 2,00 0,35 0,50 0,30 
2,00 0,60 4.9 2,50 0,40 0,60 0.40 
cem CO» is max - 
“a... 2,7 1,3 0,2 0 | 
Abzug der Selbstgirung \bzug ¢ 
. . 4 rehalt v 
Gehalt von l1ecm Extrakt 54 26 03 0 om 


an Co bzw. Cb 
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Tabelle VII. 
Als Versuchstier 25 Tage auf B-freier Grundkost bei taglicher A- und 


D-Zufuhr gehaltene Ratte. 


Gewicht 45 g. 





Zusatz: 


Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylasebestimmung 


0.5 ecm 05ecem Ge- 0.8 ccm O8eem Ge- 


Leberextrakt hirnextrakt Leberextrakt hirnextrakt 
Std eem CO, 
0,25 0,10 0,3 0,2 0 0 0 
0,50 0.15 0.7 0.4 0.05 0,10 0,10 
0,75 0,20 1,6 0,7 0,10 0,20 0,20 
1,00 0,30 23 1,1 0,15 0,30 0,25 
1,25 0,35 2,9 1,6 0,20 0,40 0,30 
1,50 0,40 3,9 2,0 0,25 0,50 0,40 
1,75 0,50 5,0 2.5 0,30 0,60 0,50 
2,00 0,60 5,9 2,9 0,40 0,65 0,60 
; ccm CO, th ‘ets ees eas 
wer Whe: 3,3 1,5 0,1 0,1 
\bzug der Selbstgiirung 
ehalt von 1eem Extrakt A 
A Co bzw. Cb P 6.6 3.0 01 01 
Tabelle VIII. 
7° 


Als Versuchstier 27 
D-Zufuhr gehaltene Ratte. 


Tage auf B-freier Grundkost bei taglicher A- und 


Gewicht 51 g. 





Zusatz: 


Std. 


0,25 
0,50 
0,75 
1,00 
1,25 
1,50 
1,75 
2,00 


max _e > nach 
Std. 


\bzug der Selbstgirung 


Gehalt von leem Extrakt 
an Co bzw. Cb 


Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylasebestimmung 





0.5 cem 05 ¢em Ge- 0,8 eem 0,8 ecem Ge- 


Leberextrakt hirnextrakt Leberextrakt hirnextrakt 
cem COs, 

0.10 0,15 Oj 0.05 0,05 0.05 
0,20 0,35 0.3 0.05 O15 0.10 
0,25 0,60 0.6 0.10 0.20 0,20 
0,30 1.00 0,9 0.15 0,25 0,25 
0,35 1,50 1,3 0,20 0,30 0,30 
0,40 1,90 1,6 > 0,25 0.40 0.40 
0,45 2.50 2.0 0,30 0,50 0,50 
0,50 3,20 2.4 0.40 0,60 0,60 

2.0 1,3 0.1 0,1 

40 26 01 oO1 
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Tabelle IX. 


Als Versuchstier 16 Tage auf B-freier Grundkost bei taglicher A- \,y 
D-Zutuhr gehaltene Ratte. Gewicht 62 g. 





Co-Zymasebestimmung 


Co-Carboxylasebestimmu: 


Snants : céee| Vonanee Saboomann| Uanant 
Std. Bis tag ecm CO. = Bs 
0,25 0,10 0,15 0,15 0 0,05 0,05 
0,50 0,15 0,30 0,30 0,05 0,15 0,05 
0,75 0,25 0,65 0,60 0,10 0,20 0,10 
1,00 0,35 1,20 1,00 0,15 0,25 0,15 
1,25 0,45 1,90 1,40 0,20 0,35 0,20 
1,50 0,50 2,60 1,80 0,25 0,50 0,30 
1,75 0,60 3,40 2,30 0,30 0,65 0,40 
2,00 0,70 4,20 2.80 0,35 0,85 0.45 
max a ach 27 15 04 0,1 
Abzug der Selbstgirung 
Gehalt von 1 cem Extrakt 54 3.0 05 0.1 


an Co bzw. Cb 


Tabelle X. 
Als Versuchstier 27 Tage auf B-freier Grundkost bei taglicher A-, D- und 
C-Zufuhr gehaltene Ratte. Gewicht 65 g. 





Co-Zymasebestimmung 


Co-Carboxylasebestimmung 














Seente: | |e Sommer | as | Moen 
vn ee com CO, 
0,25 0,10 0,1 0,15 0,05 0 0,05 
0,50 0,15 0,4 0,40 0,10 0,10 0,10 
0,75 0,25 0,8 0,70 0,15 0,15 0,25 
1,00 0,39 1,3 1,20 0,20 0,20 0,35 
1,25 0,35 1,9 1,70 0,25 0,25 0,45 
1,59 0,40 2.5 2,20 0,30 0,30 0,55 
1,75 050 33 2,70 0,40 0,35 0,70 
2,00 0,60 4,1 3,10 0,45 0,45 0,85 
eem CO, 
a 2.5 1,6 0 0,3 
Abzug der Selbstgiirung 
Gehalt von leem Extrakt 50 3,2 0 04 


an Co bzw. Cb 


ce 
max 


Abzug di 


ehalt v 
an 


Als Ve 


ce 
max 


Abzug de 


Gehalt v 
an | 
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Tabelle XI. 











L- und Als Versuchstier 48 Tage auf B-haltiger Grundkost bei taglicher D-Zufuhr 
gehaltene A-freie Ratte. Gewicht 59g. 
a — 
nul Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylasebestimmung 
em Gk ices 0.5 cem 0,5 ecm Ge- 0,8 cem 0,8 cem Ge- 
tl Zusatz : Leberextrakt hirnextrakt Leberextrakt  hirnextrakt 
Std. ecem CO, 
05 0.25 0.10 0,1 0,1 0 0,10 0,05 
05 0,50 0,15 0,3 0,3 0,05 0,15 0,05 
10 0,75 0,20 0,7 0,6 0,10 0,20 0,10 
15 1,00 0,25 1.4 1,3 0,20 0,30 0,20 
20 1,25 0,30 1.9 1,7 0,25 0,45 0,30 
30 1.50 0,49 2.5 2,2 0,30 0,60 0,45 
40 1,75 0,50 3,1 » Bey 0,35 0.75 0,60 
4D 2.00 0,60 3,8 3,1 0,40 0,90 0.80 
.-cemCQO, 
1 max Std. nach 241 1.5 0,4 0.4 
\bzug der Selbstgirung 
1 iehalt von 1cem Extrakt 42 3.0 05 05 
’ an Co bzw. Cb 
Tabelle XII. 
)- und Als Versuchstier 52 Tage auf B-haltiger Grundkost bei taglicher D- und 
C-Zufuhr gehaltene A-freie Ratte. Gewicht 65g. 
ung Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylasebestimmung 
m Ge- Sieein 0.5 eem 0,5 cem Ge- 0.8 eem 0.8 cem Ge- 
Xtrakt a Leberextrakt hirnextrakt Leberextrakt hirnextrakt 
Std. cem CO, 
05 0,25 0,05 015 0.1 0 0 0 
10 0,50 0,10 0.25 0,3 0.05 0,05 0,10 
25 0,75 0,20 0,70 0.6 0,10 0,20 0,15 
35 1,00 0,25 1,30 1,2 0.15 0,30 0,25 
45 1,25 0,30 2,00 1,7 0,20 0,40 0,40 
55 1,50 0,40 2,60 2,2 0,25 0,55 0,60 
70) 1,75 0,50 3,50 29 0,30 0,70 0,75 
85 2.00 0.60 4.40 3.5 0,40 0,90 0,90 
cem CO, ___ 
3 max Sid. nach 28 2.0 0,4 0.4 
Abzug der Selbstgirung 
n Gehalt von 1 cem Extrakt 56 4.0 05 0.5 


an Co bzw. Cb 
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Tabelle XIII. 


Als Versuchstier eine schwer rachitische Ratte. Gewicht 50 g. 








Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylatbestimmuny 
nr ee eae 0,5 eem 0,5ecem Ge- 0,8 cem 0,8 cem 
Zusatz : Leberextrakt) hirnextrakt Leberextrakt hirnextr 
Std. eem CO, 
0,25 0,05 0,2 0,1 0 0,20 0,10 
0,50 0,10 0,4 0.3 0,05 0,50 0,30 
0,75 0,20 0,7 0,5 0,10 1,10 0,50 
1,00 0,30 1,0 0,7 0,20 1,70 0,70 
1,25 0,35 1,4 0,9 0,25 2,30 0,90 
1,50 0,40 1,9 1,2 0,30 3,00 1,20 
1,75 0,50 2.4 1,5 0,35 3,70 1,50 
2,00 0,60 2.9 1,7 0,40 4,30 1,80 
_ comCcO; _. a. 
—_—— a see 1,6 0,7 2.4 0,9 
Abzug der Selbstgurung 
Gehalt von leem Extrakt 32 14 3.0 1.1 


an Co bzw. Cb 


Tabelle XIV. 


Als Versuchstier eine mittelschwer rachitische Ratte. Gewicht 48 g. 





Co-Zymasebestimmung 


Co-Carboxylasebestimmung 





Zusatz.: Leberextrakt| hirnextrakt Leberextrakt| hirnextral 
1 ee nae 
0,25 0,05 0,10 0,10 0,05 0,2 0,10 
0,50 0,10 0,25 0,25 0,05 0,6 0,30 
0.75 0,15 0,60 0,60 0,10 1,1 0,50 
1,00 0,20 1,00 0,90 0,15 1,7 0,80 
1,25 0,25 1,40 1,20 0,20 2,2 1,10 
1,50 0,35 1,90 1,70 0,30 2,9 1,40 
1,75 0,45 2,49 2,00 0,35 3,6 1,80 
2,00 0,50 3,00 2,30 0,40 4,2 2,30 
ecm CO, 
max nach ‘7 1,1 2,3 1,3 
Abzug der Selbstgirung 
Gehalt von lecm Extrakt 3.4 22 29 16 


an Co bzw. Cb 
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der auf synthetischer Kost gehaltenen Vergleichstiere. Es gibt, wie 
ersichtlich, Falle, wo mit der tiblichen Methodik in Leber und Gehirn 
var keine Co-Carboxylase nachzuweisen war. 

Nach den zwei mit A-avitaminotischen Tieren ausgefiihrten Ver- 
suchen hat der A-Mangel keinen deutlichen EinfluB auf den Co-Zymase- 
und Co-Carboxylasegehalt des Organismus. Dagegen sind bei den 
untersuchten zwei Rachitisratten die Co-Zymasewerte in der Leber 
uiffallend gering, die Co-Carboxylasewerte gréBer als gewoéhnlich. 

Die Versuchsserien erweisen also, daB, wahrend der Co-Zymase- 
gehalt des Rattenorganismus — mit Ausnahme der Rachitisversuche 
keine gréBeren Variationen zeigt, im Co-Carboxylasegehalt unter ver- 
schiedenen Bedingungen wesentliche Verinderungen nachzuweisen sind. 
Recht auffallend ist, daB schon die Fiitterung mit einer synthetischen 
Kost eine starke Verminderung der Co-Carboxylase trotz reichlicher 
Zufuhr von Hefe herbeifiihrt. Worauf dies beruht, ist nicht leicht 
ohne weiteres zu erklaren, wenn man annimmt, daB die Co-Carboxylase 
der Hefe und des Tierorganismus identisch sind. Beim Vergleich dieser 
niedrigen Werte der mit Hefe gefiitterten Tiere mit denjenigen der 
B-avitaminotischen Tiere muB man zugeben, da der Unterschied 
zwischen beiden Tiergruppen nicht besonders hervorstechend _ ist. 
Doch diirften die Versuche wegen der ziemlich guten Ubereinstimmung 
der Bestimmungen dahin zu interpretieren sein, daB der gefundene 
iuBerst geringe Co-Carboxylasegehalt bei den B-Avitaminoseversuchen 
wirklich irgendwie auf den B-Mangel und nicht auf eventuelle Analysen- 
fehler oder Zufalligkeiten zuriickzufiihren ist. Dagegen ist die Méglich- 
keit, daB die Erscheinung nur von irgendwelchen sekundaéren Um- 


stinden -— wie z. B. von der durch den B-Mangel bewirkten starken 
Inanition hervorgerufen ist, auf Grund dieser Versuche nicht ganz 


ausgeschlossen. 

Auf Grund der erhaltenen Befunde erschien es von groBem Interesse 
zu prifen, ob méglicherweise andererseits die Co-Carboxylase irgend- 
einen EinfluB auf den Verlauf der B-Avitaminose ausiibte. 

Als Co-Carboxylase hatte ich Gelegenheit, ein hochgereinigtes 
Praparat von ACb = 70000 zu verwenden, das ich der Liebenswiirdig- 
keit von Herrn Dr. EF. Auhagen verdanke. Als Versuchstiere wurden 
sechs Ratten von etwa 60g Anfangsgewicht benutzt. die 22 Tage bei 
vollstandiger B-Karenz gehalten waren und alle deutliche Zeichen des 
B-Mangels aufwiesen. Drei von den Ratten dienten als Kontrolltiere, 
den drei anderen wurden je 0,2, 0,05 und 0,02 mg gereinigte Co-Carboxy- 
lase in wasseriger Losung taglich per os verabreicht. 

Es ergab sich, daB von den Versuchstieren eine Verbesserung 
des Zustandes nur bei demjenigen zu beobachten war, das 0,2 mg 
hochgereinigtes Co-Carboxylasepraparat pro Tag erhielt. Alle anderen 
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gingen binnen vier Tagen unter zunehmender Apathie und Ataxie ¢: 
Die Zufuhr von gleicher Dose Co-Carboxylase wurde im ganz 
17 Tage fortgesetzt, wonach das Tier getétet und der Co-Zymas: 





4 mn gy up 
und Co-Carboxylasegehalt der Organe bestimmt wurde. Das Tir: “9 
- a P Zie 
war von dem zweiten Versuchstage an recht lebhaft und zeigt« ‘ab 
: . \ . . ” (li 
keine deutlichen Symptome von Ataxie. Das Gewicht nahm wahrend (“ber 
der sechs ersten Tage 5g zu, blieb aber dann genau auf demselben ('o-Z 
O-4 
Niveau stehen. “i: 
Die Resultate der Co-Zymase- und Co-Carboxylasebestimmungen (‘o-Z 
2] ; TT , . 4 y a » > > > > 
sind in Tabelle XV wiedergegeben. iil 
: ni getel 
Tabelle XV. ( 
an 
Als Versuchstier eine B-avitaminotische Ratte von 51 g Gewicht, welche: — 
binnen 17 Tagen 0,2 mg pro Tag hochgereinigtes Co-Carboxylasepraparat 
zugegeben wurde. pom 
Co-Zymasebestimmung Co-Carboxylasebestimmung auch 
Zusatz: 0,5 cem 0,5 cem Ge- 0,8 cem 0,8 cem Ge- wert 
wiiss picis Leberextrakt hirnextrakt Leberextrakt hirnextrakt 
Std. eem CO» 
0,25 0,05 0,10 0,1 0,05 0,10 0,10 192, 
0,50 0,10 0,35 0,2 0,10 0,15 0,15 1, 19 
0.75 0,15 0,70 0,5 0,15 0,35 0,25 u. W 
1,00 0,20 1,20 0,8 0,20 0,50 0,40 169. 
1,25 0,30 1,90 1,1 0,25 0,65 0,55 ice 
1,50 0,40 2,50 1.5 0,30 0,85 0,70 C] be 
1,75 045 3,40 1,9 0,35 1,00 0,90 $00 
2.00 0,50 4,20 2.4 040 1,30 1,10 dy” 
a. ecm CO, — . . 
max Std. nach 27 1.3 0.6 05 1. We 
Abzug der Selbstgirung 14, 3 
' Chah 
Gehalt yon leem Extrakt p 28 > 
an Co bzw. Cb 54 2.6 08 06 24, 1 
Colla 
Wie aus der Tabelle erhellt, ist der Gehalt der Organe an Co- u. Pe 
Carboxylase und Co-Zymase von derselben GréBenordnung wie bei den a 
‘ : = te Cayky 
mit Hefe gefiitterten Tieren. Myr 
Obgleich in der referierten Rattenversuchsserie keine Gewichts- 198. 
zunahme erzielt wurde, war die Wirkung von 0,2 mg hochgereinigtem Lepk 
Co-Carboxylasepraparat auf den Verlauf der B-Avitaminose unverkenn- J. 
° ve ° ° . es ‘Xpel 
bar. Ob diese Wirkung wirklich auf die Co-Carboxylase selbst zuriick- oon 
zufiihren ist oder nicht, ist aber ohne weiteres schwer zu entscheiden. 328. 
Weil das angewandte Praparat kein absolut einheitlicher, chemisch herge: 
wohlcharakterisierter Kérper ist, so besteht natiirlich die Méglichkeit. Whee 
. ve . . y — (; 
daB die beobachtete Wirkung auf irgendeiner als Verunreinigung mf 


folgenden Spur von B-Vitaminkomponenten beruht. 1999 
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Zusammenfassung. 


Zwischen B-Vitamin bzw. dem Gesamtkomplex der B-Vitamin- 
gruppe und der Co-Zymase haben friihere Forscher oft geglaubt, Be- 
ziechungen gefunden zu haben. Die einschligige Literatur zeigt aber, 
daB hinsichtlich der biologischen und chemischen Eigenschaften keine 
Ubereinstimmung zwischen dem antineuritischen Vitamin B, und der 
(o-Zymase besteht. Meine Versuche beweisen aber auch, daB sich unter 
dem EinfluB einer vollstandig B-vitaminfreien Nahrung der natiirliche 
('o-Zymasegehalt gewisser Organe von Ratten (Leber und Gehirn- 
substanz) nicht wesentlich dndert. Dagegen ist es nach den hier mit- 
geteilten Versuchen nicht ausgeschlossen, dap der Gehalt dieser Organi 
an Co-Carboxylase durch B-Mangel der Nahrung abnimmt. Jedenfalls 
verdienen die angegebenen Versuche hinsichtlich der einzelnen B-Kom- 
ponenten fortgesetzt zu werden. 


Dem Vorstand des Instituts, Herrn Prof. H. von Euler, méchte ich 
auch an dieser Stelle fiir sein freundliches Entgegenkommen und manche 
wertvolle Ratschlage meinen herzlichsten Dank aussprechen. 
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Uber die Knochen- 
und Zahnverinderungen bei A- und B-Avitaminose. 


Ve mm 
P. E. Simola. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingeqgangen am 24. Auqust 1932.) 


Die vorliegende Untersuchung schlieBt sich den von mir in Angriff 
genommenen Studien iiber das Verhalten des Rattenorganismus dem 
Vitamin C gegeniiber an. Bisher ist es, wie bekannt, nicht gelungen, 
durch irgendeine Diat bei Ratten C-Avitaminose zu erzeugen, was man 
Jiingst 
berichtet nun Kollath (1929, 1930) iiber einen recht merkwiirdigen 
sefund, daB man namlich durch Fiitterung von nicht gehartetem 
\rachidél als Fettangebot bei B-avitaminotischen Ratten den Skorbut 
hervorrufen kénnte. 


oft als eine Liicke in der Vitaminforschung angesehen hat. 


Weil die Frage von sehr groBer theoretische1 
Vichtigkeit ist, erschien die Nachpriifung des Befundes unerlaBlich. 

Bei den angestellten Versuchen wurden die bei B-Mangel vor- 
kommenden skorbutverdachtigen Symptome nicht nur mit den in der 
Literatur gut beschriebenen Skorbutsymptomen, sondern auch mit den 
bei Karenz des als ein typischer Wachstumsfaktor gehaltenen A-Vitamins 
auftretenden pathologischen Veranderungen verglichen, iiber welche wir 
hinsichtlich der Knochen und Zahne einstweilen recht mangelhaft 
unterrichtet sind. Dazu wurden viele histologische Untersuchungen 
uch iiber Organe der A-avitaminotischen Ratten ausgefiihrt. Besonders 
interessierten uns dabei die Zahnverainderungen, iiber welche in 
diesem Zusammenhang nur kurz berichtet wird. Die pathologisch ana- 
tomischen Gesichtspunkte sollen an anderer Stelle hervorgehoben 
und besprochen werden. 





AuBerdem wurden orientierungsweise nebenbei zwei Versuchsserien 
} oa o - . . . fs > 
lurchgefiihrt, um zu priifen, ob méglicherweise ein groBer Uberschuls 


von Caleium oder Phosphor bei B-Karenz irgendeinen besonderen 
KinfluB auf das Knochensystem habe. 
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Versuche. 
Bei den B-freien Versuchen wurden in allen sechs Gruppe: 
vier Ratten miteinander verglichen. Die Ratten waren etwa 30 Tage 
Tiere von 30 bis 40 ¢ Anfangsgewicht. 


Gruppe I. Die Grundkost hatte die folgende Zusammensetzung : 





Grundkost Salzmischung (Me Collum) 
Casein. . ae. Geg . 20 Teile NaCl .. aie hat is « 9eTe 
teisstirke . 2... a. ee SN i 
. pa eee ee ho SP Oe J” Sr 
Salzmischung. . . . S % ee 
oO eee ee 
oe RO eT a 


Gruppe 1. Als Fett wurde gehartetes Arachid6l verwendet. Von de 
Vitaminen wurde nur A und D gegeben. Die Zufuhr derselben gese}\:! 
durch eine tagliche Hineinpipettierung von 0,02 mg Carotin und 0.0008 my 
Vigantol in je 0,1 cem Arachidél. 


Gruppe Il. Die Zusammensetzung der Grundkost war dieselbe wy 
in Gruppe I, mit der Ausnahme, daB als Fettangebot nicht gehartetes 
Arachidé6l verwendet wurde. Als Vitamine wurden wie in Gruppe | 


nur A und D zugefiihrt. 

Gruppe 111. Die Grundkost war genau dieselbe wie in der vorige: 
Gruppe mit nicht gehirtetem Arachid6l als Fettangebot. Die Zufuhr voi 
A und D geschah aber in Form von 2 bis 3 Tropfen Tran. 

Gruppe IV. Die Versuchsanordnung war genau dieselbe wie in «i 
Gruppe Il. AuBer A und D wurde aber auch C im Uberschu’ durch ei 
tigliche Dosis von 0,15cem mit Natriumearbonat neutralisiertem ab- 
gepreBtem Zitronensaft zugefiihrt. 

Gruppe V. In dieser Gruppe wurde, um einen groBen Calciumiibersclhii 
zu erhalten, der Grundkost statt der tiblichen Salzmischung 3.5 Teile Ca ©., 
0,5 Teile NaCl, 0,5 Teile MgSO, und 0,05 Teile FeCl, zugegeben. Als 
Vitamine wurden A und D in Form von Carotin und Vigantol zugefiihrt 

Gruppe VI. Das Ziel war, die Tiere bei groBem Phosphoriiberschuls zu 
halten. wozu der mit nicht gehartetem Arachid6l versetzten Grundkost 
statt der iiblichen Salzmischung 3,5 Teile primaéres Kaliumphosphat. 
0,5 Teile NaCl, 0.5 Teile MgSO, und 0,05 Teile FeCl, zugesetzt wurden 
Vitamine A und D wie vorher. 

Die Ratten der verschiedenen Gruppen wurden sowohl hinsichtlich 
des Vorkommens von makroskopischen Skorbutsymptomen als hin. 
sichtlich der mikroskopischen Veranderungen in Knochen und Zahnen 
sorgfaltig untersucht. In vielen Fallen wurden auch von Knochen 
Réntgenaufnahmen gemacht. Dazu wurden die Gewichtsverainderungen 
und die Lebensdauer der Tiere in Betracht gezogen. 


Zur mikroskopischen Untersuchung wurden Rippen, Kniegelenk 
und Vorderzihne ausgewahlt. Die Entkalkung der Organe gescha! 
mit 5°,iger Salpetersiure. 
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Knochen- und Zahnveranderungen bei A- 


Die Gewichtsverinderungen, die Lebensdauer und die Resultate 
der makroskopischen Betrachtung sind in der beigefiigten Tabelle wieder- 








gegeben. 
Ratte Lebens- Anfangs- End- 
ruppe “silts dauer gewicht gewicht Makroskopische Beobachtungen 
Nr. Tage g g 
| 5 19 30 
: 6 24 29 
: | 7 26 35 Leichte Ritung des Darmkanals 
S 22 34 
9 23 35 28 
7 | 10 27 49 36 Leichte Rétung des Darmkanals 
| 11 20 35 33 
12 21 32 28 Leichte Ritung des Darmkanals 
13 25 39 37 
1] | 14 18 33 30 Starke Rétung des Darmkanals 
| 15 19 34 33 
16 24 36 30 
| 17 28 37 35 Leichte Ritung des Darmkanals 
1\ 18 24 38 32 
| 19 22 31 28 
20 25 30 27 Leichte Réitung des Darmkanals 
| 25 23 37 34 
y 26 20 32 27 
| 27 19 38 35 Starke Ritung des Darmkanals 
28 24 36 31 
21 18 38 32 
V] 22 20 33 29 
| 23 24 35 31 
24 22 34 30 Starke Ritung des Darmkanals 


Wie aus der Tabelle erhellt, bestehen zwischen den verschiedenen 
Gruppen hinsichtlich der Gewichtsabnahme und der Lebensdauer keine 
groBeren Unterschiede, obgleich die Tiere in Gruppe V und VL. bei 
groBem Calcium- oder Phosphoriiberschu8 sicher unter sehr unphysio- 
ogischen Bedingungen leben muBten. 

Was die makroskopische Betrachtung betrifft, wurden in keinem 
vinzigen Falle Blutungen an den fiir Skorbut spezifischen Stellen, wie 
in Gelenkgegenden, Brustkorb oder Zahnfleisch getroffen. In einigen 
Fallen wurde bei der mit nicht gehartetem Arachidél versetzten Kost 
‘ine recht starke R6tung des Darmkanals gefunden. Es ist aber klar, 
ia} diese Erscheinung, die aus mancherlei Umstanden herriihren kann, 
sein ausreichendes Kriterium fiir den Skorbut darstellt. 


Durch Réntgenuntersuchung konnten in keinem Falle fiir Skorbut 
‘ypische Querschatten bei Knochen festgestellt werden. 
wurden bei der histologischen Untersuchung der Epiphysengrenzen 


Dagegen 
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Verinderungen gefunden, die einigermaBen an gewisse Stadie: 
skorbutischen Veranderungen erinnerten. Typisch fiir dieses mi) 
skopische Bild war eine sehr starke Verschmalerung des Séulenknor).|s 
und die Verminderung der Trabekel an Linge und Zahl. In viel 
Fallen fehlten die Trabekel fast vollkommen, und der Knorpel |y 
grenzte sich dabei mit einer faserigen Wand geradlinig auf dem Mark 
Die iibriggebliebenen Trabekel waren immer recht gut verkalkt. [rgend 
‘, die man als spezifisch fiir Skorbut angese\ 
hat, wurde niemals beobachtet. Die Corticalis war verdiinnt und arr 
diert. Im Knochenmark wurde eine Verarmung an Markzellen be), 
achtet. Bisweilen kamen im Knochenmark Blutungen vor. 


eine ,,Triimmerfeldzone* 


Alle diese Verainderungen entfallen auf die Kategorie, die in der 
Literatur unter dem Namen Osteoporose geht. Der Befund, daB ostex 
porotische Veranderungen bei B-Mangel vorkommen, ist eigentlic) 
nicht neu. Schon vor 10 Jahren beobachteten Shipley, MeCollum wud 
Simmonds (1922) derartige Knochenstérungen bei B-Karenz. Man hit 
andererseits behauptet, daB die bloBe Inanition der Versuchstiere solely 
Erscheinungen zu erzeugen imstande ist. 

Das mikroskopische Bild war bei allen Gruppen in qualitative: 
Hinsicht von gleichem Typus. Ebensowenig konnten zwischen den 
sechs Gruppen gréBere quantitative Unterschiede im Grade der Osteo 
porose beobachtet werden. So wurde nicht festgestellt, daB die reichlich: 
Zufuhr von © in der Gruppe 1V in nachweisbarem Mae den Typus 
oder Grad der osteoporotischen Stérungen veraindert hatte, ein Befund 
der beweist, daB die osteoporotischen St6érungen in keiner Bezielung 
zu C-Vitamin stehen. 


Was die Rolle des Calcium- oder Phosphoriiberschusses bei den 
B,avitaminotischen Stérungen anbelangt, ist zuzugeben, daB die Osteo 
porose eben in den Gruppen V und VI vielleicht am schwersten war 
Irgendeinen wesentlichen EinfluB diirften aber die groBen Calcium 
und Phosphorzugaben bei der B-Avitaminose auf das Knochensysten 
nicht haben. 


Da®B unter meinen auf Kollaths-Diat gehaltenen Tieren nicht einma 
latente Skorbutfille auftraten, zeigen meine histologischen Zalin 
untersuchungen. Wie bekannt, sind die Zihne sehr empfindlich gegen 
den Mangel an C und iassen schon in sehr friihen Stadien von Skor!ut 
bei ihren Odontoblasten gewisse charakteristische Veranderungen ©! 
kennen [s. u. a. Zilva und Wells (1919), Héjer (1924), Goettsch (12> 
und Key und Elphik (1931)]. Bei den untersuchten skorbutverdachtige 
fatten wurden nun alle skorbutischen Veranderungen in Zatnen 
vermiBt. Es schien vielmehr, als ob der B-Mangel die Zahne ganz un 
beeinfluBt laBt. 
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Beim Behandeln der B-avitaminotischen und skorbutischen Organ- 
veranderungen nebeneinander kam mir der Gedanke, daB es von recht 
groBem Interesse ware, die Knochen- und Zahnverinderungen der 
B-Avitaminose mit denjenigen der A-Avitaminose zu vergleichen. Schon 
aus den klassischen Untersuchungen von Mc Collum geht naimlich hervor, 
daB osteoporotische Verinderungen auch bei Mangel an fettléslichen 
Faktoren vorkommen. Es sei aber bemerkt, daB bei diesen Unter- 
suchungen gleichzeitig sowohl A als D fehlten, so daB die Verinderungen 
nicht ohne weiteres dem A-Mangel zuzuschreiben sind. Vor einiger 
Zeit fanden B. v. Euler, H.v. Euler und Karrer (1929), daB bei A-Mangel 
die Ossifikation trotz reichlicher D-Zufuhr nicht normal vor sich geht. 

Zur Untersuchung kamen junge xerophthalmische Ratten von 60 
bis 70 g Gewicht, die 6 bis 8 Wochen auf einer A-freien Grundkost 
bei reichlicher Zufuhr von B, C und D gehalten waren. 

Bei der histologischen Untersuchung ergab sich, daB die A-Karenz 
bei den Tieren in Rippen und Kniegelenk pathologische Verinderungen 
erzeugte, die genau vom gleichen Typus waren wie die bei B-Mangel 
beobachteten osteoporotischen Verinderungen. Die Verarmung an 
Markzellen schien nur bei den untersuchten A-avitaminotischen Tieren 
oft noch markanter zu sein als bei B-Avitaminose. 

Dagegen waren die histologischen Zahnbilder bei beiden Avita- 
minosen ganz verschieden. Wahrend bei der B-Avitaminose, wie er- 
wahnt, keine deutlichen pathologischen Verinderungen zu beobachten 
waren, waren bei A-Avitaminose sehr hervorstechende Veranderungen 
zu sehen, die ein recht charakteristisches Bild darstellten. 

Die auffalligsten Verinderungen waren im Bau der harten Bestand- 
teile zu beobachten, die eigentiimliche Defekte und Deformierungen 
aufweisen konnten. AuBerdem kamen Veranderungen im Odontoblastem 
und Pulpagewebe vor. Eine ausfiihrlichere Beschreibung der Ver- 
inderungen erfolgt an anderer Stelle. 

Diese Zahnbefunde zeigten, daB, obgleich zwischen den skorbu- 
tischen und A-avitaminotischen Zahnverinderungen groBe Unter- 
schiede bestehen, bei der Schitzung des Skorbutgrades auf Grund 
gewisser zahnanatomischer Verinderungen, wobei zunichst die Sté- 
rungen im Odontoblastem in Frage kommen, die EKinwirkung eines 
eventuellen A-Mangels auf das histologische Zahnbild in Rechnung zu 
ziehen ist. 


Im ganzen erweisen die hier erérterten Beobachtungen, daB bei 
Diagnostizierung und Schaétzung des Grades der A-, B- und C-Avita- 
minosen groBe Vorsicht am Platze ist, wenn als Kriterium die 
pathologischen Verainderungen nur eines einzigen Organs verwendet 
werden. 
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Berichtigung. 


In der Arbeit von F. Seelich, diese Zeitschr. 250, 549, 1932 ist auf 
S. 592 ganz unten die Stellung der Abbildungen falsch. Es wird deshalb 
diese Darstellung hier nochmals in richtiger Form wiederholt. 
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